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La infertilidad afecta en la actualidad a aproximadamente 1 de cada 7 parejas a 
nivel mundial. La falla ovárica prematura (FOP) es una condición común en la 
población femenina, afectando al 1% de mujeres menores de 40 años. La etiología 
de la FOP es idiopática entre el 50% y el 80% de los casos, lo que sugiere causas 
genéticas, epigenéticas y ambientales aún desconocidas. A pesar de los avances 
en las técnicas de cartografía genética y de sistematización de la técnica de 
Sanger, pocos genes etiológicos de FOP fueron identificados en los últimos 20 
años. Este fracaso relativo se asoció principalmente a que cientos de genes, que 
abarcan grandes regiones del genoma, son candidatos pero la técnica de 
secuenciación directa sólo permite el análisis de unas 700bp en cada reacción. 
En el presente trabajo se empleó la secuenciación de siguiente generación (NGS) 
para la búsqueda de mutaciones en 70 genes candidatos que potencialmente 
contribuyen con el desarrollo de la patología. Se identificaron mutaciones en 3 de 
12 pacientes. La paciente POF-7 presentaba una mutación no sinónima en el gen 
ADAMTS19 (c.2828C>T, p.Thr943Ile). La proteína ADAMTS19 se clasifica dentro 
de la familia ADAMTS como huérfana ya que no se ha identificado su sustrato. 
Mediante el sistema de doble hibrido en levaduras se buscó identificar las 
potenciales proteínas que interactúan con ADAMTS19. Permitió identificar, a partir 
de las versiones murinas, la interacción de Adamts19 y Col6a2. Para comprobar la 
interacción entre las proteínas ADAMTS19 y COL6A2 humanas se empleó el 
sistema de doble hibrido en células eucariotas. Los hallazgos no permitieron 
replicar los resultados obtenidos previamente. En síntesis de identificó una 
mutación potencialmente causal de FOP en un gen nuevo y una muy probable 











3 Introducción general 
 
El aumento sustancial de la incidencia de la infertilidad humana ha convertido esta 
patología en un problema real de salud pública, 1 de cada 6 parejas consultan por 
esta causa. Entre las causas femeninas de infertilidad la FOP es una de las 
principales patologías afectando entre el 1% y 2% de las mujeres menores de 40 
años. Se han descrito diversas etiologías de la FOP (autoinmunes, infecciosas, 
iatrogénicas) pero entre 50% - 80% de los casos la etiología de la FOP es 
idiopática, lo que sugiere causas genéticas, epigenéticas y ambientales aún 
desconocidas. Por medio de técnicas tradicionales de secuenciación se ha 
buscado identificar variantes de secuencias en las regiones codificantes de los 
genes candidatos de FOP. Sin embargo, menos de 50 mutaciones han sido 
validados en sólo nueve genes. La secuenciación de siguiente generación (NGS) 
ha sido ampliamente utilizada como una alternativa eficaz para la detección de 
nuevos genes relacionados con la enfermedad monogénicas. Recientemente se 
ha utilizado para estudiar las regiones codificantes de múltiples genes que 
participan en la fisiopatología de las enfermedades poligénicas. El presente 
estudio permitió por primera vez la realización de ensayos de NGS en mujeres 
afectadas por la FOP no sindrómica.   
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4 Marco Teórico 
4.1 Falla Ovárica Prematura 
4.1.1 Definición 
La falla ovárica prematura (FOP) es una patología caracterizada por amenorrea de 
4 a 6 meses de evolución asociada a hipoestrogenismo, niveles elevados de 
gonadotropinas e infertilidad en mujeres menores de 40 años de edad 
(KALANTARIDOU et al. 1998). Esta patología puede presentarse tanto con 
amenorrea primaria como secundaria (DAVIS 1996). Los niveles de FSH deben 
encontrarse por encima de 40 mUI/ml. Los niveles de estradiol están típicamente 
disminuidos, menores a 50 pg/ml (medidos en dos ocasiones en meses distintos) 
(KALANTARIDOU et al. 1998; REBAR 2009; SHELLING 2010). La edad para la 
presentación del último período menstrual se ha establecido en promedio en 50 
años, teniendo un intervalo de aparición entre los 45 – 55 años. Se ha establecido 
edades menores de 40 años para definir la FOP (MCKINLAY et al. 1992; CONWAY 
2000).  
4.1.2 Epidemiología 
La FOP es una condición común en la población femenina, afectando al 1% de 
mujeres menores de 40 años y al 0.1% de mujeres menores de 30 años (COULAM 
et al. 1986).  
En mujeres con amenorrea primaria la prevalencia de FOP es del 10% al 28%, y 
en mujeres con amenorrea secundaria es del 4% al 18% (ANASTI 1998).  Estos 
datos muestran que no es una patología infrecuente considerando que muchas 
mujeres podrían no consultar al considerar que la falta de períodos menstruales no 
es un problema médico relevante. Sin embargo, la función ovárica intermitente ha 
sido reportada en algunas pacientes y el embarazo puede ocurrir, 
aproximadamente, en el 5% al 10% de las pacientes diagnosticadas con FOP 
(KREINER et al. 1988). 
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Además en un 10% al 15% de las pacientes con FOP puede determinarse una 
causa genética (BACHELOT et al. 2009). 
4.1.3 Etiología 
Durante el desarrollo ovárico en el período de la embriogénesis están presentes 
alrededor de 7 millones de folículos primarios. En su mayoría se perderán por un 
proceso de atresia durante la vida fetal y postnatal y solo aproximadamente unos 
500 podrán ser ovulados de manera fisiológica durante la vida de la mujer 
(GOUGEON 1996). Los probables mecanismos que dan origen a la FOP son a) un 
descenso inicial en el pool de folículos primordiales; b) un proceso acelerado de 
atresia folicular; c) una alteración en la maduración y en el reclutamiento de los 
folículos primordiales (PERSANI et al. 2010). Diversas etiologías se han identificado 
como causales de FOP, entre las que se encuentran factores autoinmunes, 
iatrogénicos, infecciosos, metabólicos y genéticos (KALANTARIDOU et al. 1998; 
CONWAY 2000; VUJOVIC 2009).  En la mayoría de los casos (entre 50% - 80%) la 
etiología de la FOP es idiopática, lo que sugiere causas genéticas, epigenéticas y 
ambientales aún desconocidas (KALANTARIDOU et al. 1998; PERSANI et al. 2010). 
4.1.3.1 Causas no-genéticas 
Algunos casos de FOP pueden ser debidos a un auto-reconocimiento anormal del 
ovario por el sistema inmune. Estudios previos han determinado que 
enfermedades autoinmunes representan hasta un 30% de las causas de FOP 
(CONWAY 1996). Alteraciones en las células T probablemente desempeñan un 
papel importante en la patogénesis de la FOP autoinmune. Además, se ha 
encontrado un aumento de los anticuerpos producidos por células B, una 
reducción del número de células asesinas naturales (NK) y una alteración de la 
actividad de las células NK. Igualmente, se ha identificado una función relevante 
de las citoquinas en la causa de la atresia folicular en la FOP (PEKONEN et al. 
1986). 
Hasta un 40% de las mujeres con FOP presentan auto-anticuerpos positivos, 
siendo el más común el anti-tiroideo (BELVISI et al. 1993). La FOP puede ser 
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asociada a patologías autoinmunes endocrinas como la enfermedad tiroidea, la 
diabetes mellitus o la enfermedad de Addison. Así mismo, se ha relacionado con 
patologías no-endocrinas como el lupus eritematoso sistémico, la artritis 
reumatoide o el síndrome Sjogren, entre otras (VUJOVIC 2009). 
Entre las causas autoinmunes debemos destacar que la asociación con 
autoinmunidad adrenal (enfermedad de Addison) representa entre el 2% y el 10% 
de los casos de FOP. Los auto-antígenos compartidos entre las glándulas 
suprarrenales y los ovarios, en particular para las enzimas de escisión de la 
cadena lateral del anillo esteroideo, podrían explicar la asociación entre la 
insuficiencia ovárica y la enfermedad de Addison. Una respuesta autoinmune a 
estas enzimas esteroidogénicas y las células esteroideas ováricas parece mediar 
la deprivación de la función ovárica en estos casos (BAKALOV et al. 2005; GOSWAMI 
and CONWAY 2005). Igualmente, se ha podido establecer a través de diversos 
estudios la presencia de anticuerpos específicos del ovario que podrían estar 
involucrados en la patogénesis de la FOP (LUBORSKY et al. 1990; WHEATCROFT et 
al. 1997). Existen diferentes posibles dianas antigénicas para el daño mediado por 
anticuerpos en la FOP. Estas pueden ser la producción de anticuerpos contra los 
receptores de gonadotropinas y las células productoras de esteroides, entre otras 
(ANASTI 1998; GOSWAMI and CONWAY 2005).  
En pacientes que han desarrollado enfermedades malignas, unas causas 
conocidas que pueden desencadenar FOP, son la radioterapia y la quimioterapia 
(HOWELL and SHALET 1998). Sin embargo, estudios previos han determinado que 
el riesgo de FOP es bajo cuando no se han realizado estas terapias sobre la zona 
pélvica (MADSEN et al. 1995). 
Los efectos de la radioterapia sobre el cuerpo femenino también dependerán de la 
edad de la paciente al momento de someterse a este tratamiento y de la dosis del 
mismo. Los ovarios prepuberales, tienen una mejor resistencia a la toxicidad 
asociada al tratamiento (BEERENDONK and BRAAT 2005). De igual manera los 
agentes quimioterapéuticos afectan la estructura y la función de las células de la 
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granulosa y de los ovocitos (GOSWAMI and CONWAY 2005). La ovariopexia, una 
técnica que permite excluir del campo de radiación a los ovarios, previo al inicio de 
las radioterapias, ha mostrado preservar la función ovárica en las pacientes 
sometidas a este tipo de tratamientos(VUJOVIC 2009). 
Además, casi cualquier cirugía pélvica tiene el potencial de provocar un daño 
ovárico y desencadenar FOP, al afectar el suministro de sangre o causar 
inflamación y adherencias fibrosas en la zona. El riesgo exacto es desconocido y 
se cree que es muy bajo para cirugías de rutina. La embolización de la arteria 
uterina, una técnica intervencionista utilizada para tratar diversos trastornos 
ginecológicos, potencialmente también podría desencadenar FOP al comprometer 
el aporte vascular del ovario (AMATO and ROBERTS 2001). La ooforitis secundaria a 
parotiditis se ha asociado a FOP en un 2% al 8% de las pacientes. Así mismo, 
otras causas infecciosas asociadas a FOP incluyen la tuberculosis, la malaria, la 
varicela, la shigella, el citomegalovirus y el herpes simplex (VUJOVIC 2009). El 
cigarrillo también se ha encontrado asociado a esta enfermedad. Las mujeres 
fumadoras experimentan una menopausia más temprana que las no fumadoras, 
sugiriendo un posible efecto adverso del cigarrillo sobre la función ovárica (DI 
PROSPERO et al. 2004). Se ha encontrado que algunos compuestos químicos 
pueden modificar la función ovárica al alterar la proliferación celular o al llevar a 
muerte celular. Se han implicado en estos procesos los químicos industriales, los 
plásticos, los pesticidas, los solventes y los metales pesados (SHARARA et al. 
1998). 
4.1.3.2 Causas genéticas 
Múltiples observaciones soportan la función que cumplen los mecanismos 
genéticos en la patogénesis de la FOP. Por ejemplo, los defectos ováricos 
presentes en pacientes con Síndrome de Turner y otras anormalidades 
cromosómicas relacionadas con el cromosoma X (deleciones y translocaciones), 
indican el rol esencial que tienen los genes localizados en estas regiones en la 
función ovárica. La patogénesis de la FOP se ha relacionado con deleciones y 
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rearreglos que involucran los loci FOP-1, FOP-2 y FOP-3 localizados en el 
cromosoma X (LAISSUE et al. 2008). Mujeres con deleciones en Xp11.1 a Xp21 
muestran un fenotipo completo de FOP (THERMAN et al. 1990). Los puntos de 
rupturas cromosómicos más frecuentes involucran el loci FOP-1 (Xq26-qter) y 
FOP-2 (Xq13.3-q21.1) (THARAPEL et al. 1993; POWELL et al. 1994). Las deleciones 
distales que involucran a FOP-1 están asociadas frecuentemente con FOP de 
aparición entre los 24 a 39 años. Los genes localizados en esta región son FMR1, 
FMR2, HS6ST, E2F y GPC3 y el elemento LINE 1 (DAVISON et al. 2000). 
Translocaciones que involucran FOP-2 causan FOP de aparición más temprana, 
entre los 16 a 21 años. En esta región se ha identificado el gen DIAPH2 (KRAUSS 
et al. 1987; BIONE et al. 1998; VUJOVIC 2009). La región FOP-3 (Xp11.1-p22.1) se 
encuentra relacionada mayoritariamente con FOP de inicio temprano y con otras 
características asociadas al Síndrome de Turner. En esta región se encuentran 
diversos genes requeridos para la correcta función ovárica (e.g. USP9X, BMP15, 
UBE1) (ZINN and ROSS 1998; ZINN et al. 1998). 
Además, mutaciones en genes localizados en los autosomas también han sido 
asociadas a la FOP sindrómica y no sindrómica (LAISSUE et al. 2008; PERSANI et al. 
2010; LAISSUE 2015). 
4.1.3.2.1 Formas Sindrómicas 
Entre las causas ligadas al cromosoma X sindrómicas de FOP se encuentran el 
Síndrome de Turner (ST) y el síndrome de X frágil. El ST es consecuencia de la 
pérdida total o parcial de un cromosoma X en un fenotipo femenino, usualmente 
asociado a talla baja e infertilidad (SYBERT and MCCAULEY 2004). En cerca del 
50% de los casos de ST existe una pérdida completa de un cromosoma X 
mientras que en los restantes se presentan mosaicismos o anomalías 
estructurales que resultan en fenotipos intermedios (BHARATH et al. 2010). La 
prevalencia del cuadro es de 1/2500 mujeres (SYBERT and MCCAULEY 2004). El 
fenotipo ST se podría explicar principalmente por la haploinsuficiencia de genes 
localizados en el cromosoma X que escapan al mecanismo de inactivación (ZINN 
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and ROSS 1998).  Uno de los genes localizados en el cromosoma X que escapa a 
la inactivación es SHOX, el cual tiene un papel fundamental en el crecimiento óseo 
y participa en el fenotipo de la talla baja en las pacientes con ST (RAO et al. 1997). 
El requerimiento de una doble dosis para ciertos genes en el cromosoma X está 
ilustrado en que los pacientes muestran pubertad espontánea completa debido a 
mosaicismos (PASQUINO et al. 1997). En mujeres con cariotipo 45,X se presenta 
una disgenesia gonadal progresiva, aunque el ovario fetal inicia su desarrollo de 
manera normal, con migración de las células germinales desde el mesodermo y la 
colonización de las gónadas primarias. Posteriormente, se presenta una apoptosis 
prematura y acelerada de las células germinales, llevando a la degeneración 
gonadal en fibras estriadas (SCHLESSINGER et al. 2002). En los fetos 45,X de 
edades gestacionales avanzadas se aprecia característicamente una ausencia de 
foliculogénesis y un incremento de tejido conectivo gonadal (REYNAUD et al. 2004). 
Se ha encontrado que los niveles de FSH en las pacientes con ST se encuentran 
característicamente en rango postmenopáusico desde la infancia (FECHNER et al. 
2006). 
El síndrome del X frágil es una patología que se presenta por una expansión 
mayor a 200 repeticiones del trinucleótido CGG localizado en la región 5´UTR del 
gen FMR1 (Xq27.3).  Cuando el alelo contiene una expansión entre 55 y 199 
repeticiones del mismo trinucleótido, se conoce como premutación y podría 
expandirse a una mutación en la siguiente generación (ASHLEY et al. 1993). 
Aproximadamente 1/250 mujeres son portadoras de una premutación. Entre ellas 
un 16% presentará FOP, lo cual si se compara con el riesgo de la población 
general (1%), muestra un incremento importante en el riesgo para estas mujeres 
(ALLEN et al. 2007). Estudios previos han demostrado que la asociación entre el 
tamaño de las repeticiones y el riesgo de FOP no es linear. El riesgo ha mostrado 
ser mayor en el grupo de portadoras con repeticiones entre 80 y 99, y el riesgo se 
reduce para los grupos de 59 a 79 y más de 200 repeticiones (ALLEN et al. 2007; 
WITTENBERGER et al. 2007). 
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Una explicación de la asociación entre FOP y la premutación del gen FMR1 se 
relaciona con el incremento significativo del transcrito de la forma premutada del 
alelo que conduce al incremento en la producción de la proteína FMRP. Este 
factor se une al ARN que regula la traducción del ARNm a través de mecanismos 
supresores (JIN and WARREN 2000). La FMRP se encuentra altamente expresada 
en las células germinales de los ovarios fetales y su acumulación podría impedir la 
correcta expresión de genes necesarios para el desarrollo del oocito (RIFE et al. 
2004). Además, la acumulación anormal de ARNm de FMR1 podría tener un 
efecto citotóxico a largo plazo favoreciendo la atresia folicular (TASSONE et al. 
2000).  
Sobre los defectos localizados en los autosomas que desencadenan la FOP se 
han descrito cuadros sindrómicos, como la galactosemia, el BPES y el 
pseudohipoparatiroidismo tipo 1ª. 
La galactosemia es una enfermedad hereditaria del metabolismo de la galactosa 
causado por la deficiencia de la enzima GALT (galactosa-1-fosfato 
uridiltransferasa). Su incidencia es de 1/30000 a 1/50000 en poblaciones de 
Norteamérica y Europa. La galactosemia compromete múltiples órganos, entre 
ellos los ovarios y se ha asociado a la glicosilación inadecuada de las 
glicoproteínas ováricas (RUBIO-GOZALBO et al. 2010). La FOP ocurre en todas las 
pacientes que presentan mutaciones en estado homocigoto en el gen GALT y los 
niveles de FSH en estas pacientes se encuentran aumentados desde el 
nacimiento (WAGGONER et al. 1990).  
El daño ovárico podría ser inducido por la acumulación de metabolitos tóxicos de 
galactosa que conduce a la apoptosis celular o por la deficiencia de glicoproteínas 
y glicolípidos relacionados con la FSH y con su receptor, produciendo una 
disminución en la estimulación ovárica y un aumento en la atresia folicular 
(PERSANI et al. 2010; RUBIO-GOZALBO et al. 2010). 
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El pseudohipoparatiroidismo tipo 1A es una forma de resistencia hormonal 
generalizada de herencia materna que se presenta por la pérdida de la función del 
gen GNAS1 (PATTEN and LEVINE 1990). Este gen codifica para la proteína G que 
está sujeta a procesos de impronta genómica y que actúa como primer elemento 
intracelular  corriente abajo en la cascada de activación de los receptores de FSH 
y LH (WEINSTEIN et al. 2004). La presencia de resistencia a las gonadotropinas y 
de FOP en estos pacientes se relaciona con por la expresión preferencial del alelo 
materno mutado en las gónadas y en los riñones de las mujeres afectadas.  
El síndrome Blefarofimosis – Ptosis – epicanto inverso (BPES) es una patología 
autosómica dominante caracterizada por malformaciones del párpado, asociadas 
o no a telecanto, con FOP (BEYSEN et al. 2005). El único gen conocido asociado a 
BPES es FOXL2 (3q23) perteneciente a la familia de factores de transcripción con 
cajas “Forkhead” que codifica para una proteína que contiene un dominio de unión 
al ADN altamente conservado y un tracto de 14 residuos de alanina (CRISPONI et 
al. 2001; TUTEJA and KAESTNER 2007). Se expresa en la región craneofacial, la 
hipófisis y el ovario. Durante la organogénesis de la hipófisis, Foxl2 se expresa en 
la invaginación del ectodermo oral en la adenohipófisis primordial en ratones 
(TREIER et al. 1998). En humanos se expresa en la cresta urogenital femenina 
antes de la diferenciación sexual y en adultos en las células de la granulosa y de 
la teca (COCQUET et al. 2003). 
Modelos de ratones Knockout para Foxl2 mostraron una disfunción en la transición 
de las células de la granulosa de escamosas a cuboidales durante la maduración 
folicular (SCHMIDT et al. 2004; UDA et al. 2004). En estos modelos la infertilidad es 
posterior al reclutamiento prematuro masivo de los folículos llevando a la 
disminución acelerada del pool folicular. Además, en diferentes especies Foxl2 ha 
sido descrito como un regulador positivo de la expresión de la CYP19/aromatasa 
responsable de la producción de estrógenos en las células de la granulosa 
(ROSARIO et al. 2012). Esto sugiere una influencia directa de Foxl2 en la 
señalización estrogénica (GEORGES et al. 2014). Estos estudios sugieren una 
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importante función de FOXL2 en la fisiología ovárica, por lo que tiene una 
implicación potencial en la patogénesis de la FOP no-sindromática (LAISSUE et al. 
2008; LAISSUE 2015). Sorpresivamente, la secuenciación de FOXL2 en 290 
pacientes con FOP no-sindromática, mostró únicamente una mutación 
potencialmente deletérea (c.898-927del), en una paciente con FOP con 
amenorrea primaria (DE BAERE et al. 2002; HARRIS et al. 2002; BODEGA et al. 2004; 
GERSAK et al. 2004);(CRISPONI et al. 2004).  
4.1.3.2.2 Formas no-sindrómicas 
Los genes candidatos de la FOP no-sindromática han sido propuestos 
principalmente por análisis de ligamiento en familias o por el estudio de las 
características reproductivas de otros mamíferos(BARNETT et al. 2006; LAISSUE et 
al. 2008).  
FSHR y LHCGR 
Los receptores de gonadotropinas FSHR y LHCGR son esenciales para las 
funciones reproductivas en ambos sexos. Las mutaciones que llevan a la pérdida 
de función de estos receptores causan resistencia a gonadotropinas con 
hipogonadismo hipergonadotrópico (PERSANI et al. 2010). Aittomaki y 
colaboradores en 1995 realizaron un análisis de ligamiento en población 
finlandesa, encontrando una asociación significativa entre la disgenesia ovárica y 
el locus 2p21. Este locus contiene ambos genes y la posterior secuenciación 
completa del gen FSHR reveló una mutación no-sinónima (p.Ala189Val) 
homocigota (AITTOMÄKI et al. 1995). Estudios in vitro revelaron que el FSHR 
mutado tenía una alteración en su plegamiento, siendo retenido en el citoplasma, 
causando finalmente una resistencia completa a la FSH (AITTOMÄKI et al. 1995; 
RANNIKKO et al. 2002). Las mutaciones en el gen LHCGR causales de FOP son 
menos frecuentes. La evidencia de mujeres con FOP asociada a resistencia a la 
LH fue obtenida gracias al estudio de familias de hombres afectados con 
hipoplasia de células de Leydig (LATRONICO et al. 1998). El desarrollo de 
resistencia a la LH asociado a la mutación en LHCGR (p.Arg554X) causa un 
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fenotipo de FOP caracterizado por oligoamenorrea o amenorrea secundaria con 
evidencia de múltiples folículos antrales en la ecografía. La biopsia ovárica mostró 
todas las etapas del desarrollo folicular hasta el estado pre-ovulatorio, pero con un 
fallo en la ovulación (PERSANI et al. 2010).  
 
TGF- β 
La superfamilia de factores de crecimiento TGF-β (Transforming growth 
factor beta), está compuesta por al menos 35 miembros que incluyen proteínas 
BMP, GDF, TGF-β, actina e inhibina(CHANG et al. 2002). De esta familia múltiples 
proteínas se expresan en el folículo ovárico, tanto en el oocito, como en las células 
de la granulosa y tecales (SHIMASAKI et al. 2004). Las TGFβs se sintetizan como 
factores precursores inactivos (pre-proproteínas) constituidas por una secuencia 
señal, una pro-región y un dominio carboxiterminal funcional o péptido maduro (LIN 
et al. 2003). La pro-región regula el procesamiento post-traduccional y la 
dimerización del péptido maduro para formar tanto homodímeros, como 
heterodímeros proteicos, que son los que finalmente ejercerán una función 
biológica sobre las células blanco (PERSANI et al. 2010). La acción paracrina de las 
proteínas de esta familia se asocia a una función fundamental en la 
foliculogénesis. Mutaciones en genes que codifican para TGF-β han sido 
estudiadas potencialmente como causales de FOP. El estudio de la expresión de 
miembros de la familia BMP en cascadas de señalización celular durante los ciclos 
ováricos de la rata, ha permitido entender mejor el rol que tienen en la 
foliculogénesis (ERICKSON and SHIMASAKI 2003). En humanos, mutaciones en 
BMP15 han sido asociadas con FOP no-sindromática (DI PASQUALE et al. 2004; DI 
PASQUALE et al. 2006; LAISSUE et al. 2006). Además, variantes en GDF9, un 
paralogo de BMP15,  podrían potencialmente relacionarse con la FOP (DIXIT et al. 
2005; LAISSUE et al. 2006). Estos dos genes, tienen perfiles de expresión similares 
en el oocito durante la foliculogénesis y en roedores su expresión se ha observado 
durante todas las etapas del desarrollo folicular (ERICKSON and SHIMASAKI 2003; 
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SHIMASAKI et al. 2004; LAISSUE et al. 2006). Además, ambas proteínas se 
encuentran involucradas en la regulación de la mitosis y la proliferación de células 
de la granulosa (MOORE and SHIMASAKI 2005). 
Ratones knock-out para los genes Gdf9 y Bmp15 ha mostrado fenotipos 
reproductivos diversos. Los ratones Gdf9-/- mostraron una detención de la 
foliculogénesis en etapas tempranas, mientras que los ratones Bmp15-/- fueron 
sub-fértiles con una fecundidad y una tasa de ovulación reducidas (DONG et al. 
1996; YAN et al. 2001). Además,  Peng y colaboradores en el año 2013 
establecieron que los heterodímeros de GDF9:BMP15 en humanos eran los 
ligandos más bioactivos en la expansión del cúmulo in vitro (PENG et al. 2013). 
El primer reporte de mujeres con mutaciones en BMP15 relacionadas con un 
fenotipo caracterizado por FOP fue publicado por Di Pasquale en 2004. Se 
describieron dos hermanas con amenorrea primaria portadoras de la mutación 
c.704A >G (p.Tyr235Cys) en estado heterocigoto (heredada del padre). La 
variante se encontraba localizada en la pro-región y los estudios funcionales 
realizados mostraron una relación causal con la disminución en la proliferación de 
las células de la granulosa (DI PASQUALE et al. 2004).  
El análisis de la secuencia codificante de BMP15 y de GDF9 en poblaciones más 
extensas, permitió encontrar un pequeño número de variantes potencialmente 
deletéreas(DI PASQUALE et al. 2004; DI PASQUALE et al. 2006; DIXIT et al. 2006; 
LAISSUE et al. 2006). Las variantes heterocigotas localizadas en la pro-región 
podrían desencadenar la FOP (CHANG et al. 2002). 
NR5A1 
El gen NR5A1 (9q33.3) codifica para un receptor nuclear expresado en las 
gónadas humanas desde el desarrollo embrionario temprano. Es esencial para la 
regulación transcripcional de genes involucrados en el eje hipotálamo-hipófisis-
esteroidogénesis, entre los que se incluyen STAR, CYP11A1, CYP17A1, LH/CGR 
e INHA (LUO et al. 1994). Así mismo, participa en la regulación transcripcional de 
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genes involucrados en la diferenciación sexual y en la reproducción (e.g. SOX9) 
(BASHAMBOO and MCELREAVEY 2010). Lourenço y colaboradores en el año 2009 
describieron una función de este gen en el desarrollo y la función ovárica. En 
cuatro familias con FOP se detectaron mutaciones diferentes, ausentes en 700 
controles (LOURENÇO et al. 2009). Análisis funcionales revelaron que las proteínas 
mutadas tenían propiedades transcripcionales alteradas reduciendo la 
transactivación de aromatasas las cuales son esenciales para la biosíntesis de 
estrógeno por las células de la granulosa (BASHAMBOO and MCELREAVEY 2010). 
NOBOX 
NOBOX (7q35) es un gen homeobox, que regula el perfil de expresión de otros 
genes en el oocito, incluyendo OCT4, RFPL4, FGF8, ZAR1, GDF9 Y BMP15 
(RAJKOVIC et al. 2004). La disrupción del gen Nobox en ratones hembras causó 
falla ovárica, observándose una acelerada pérdida postnatal de oocitos y el 
remplazo de los folículos por tejido fibroso (RAJKOVIC et al. 2004). La expresión de 
NOBOX en el tejido humano adulto se asemeja a la del ratón, con una expresión 
preferencial en gónadas (HUNTRISS et al. 2006). La expresión en ovarios humanos 
es específica del oocito y se ha observado desde el folículo primordial hasta la 
metafase II. Una variante no-sinónima (p.Arg355His) que interrumpía el 
homodominio de unión al ADN de NOBOX, fue reportada en una paciente 
caucásica con FOP. Esta mutación condujo a una disminución en la capacidad de 
unión de NOBOX al ADN desencadenando una pérdida aumentada de ovocitos 
(QIN et al. 2007). 
FIGLA 
El gen FIGLA (2p13.3) es un factor de transcripción que regula la expresión de 
genes de la zona pelúcida y que se expresa en las gónadas embrionarias. 
Ratones hembras knockout para el gen Figla no pueden formar folículos 
primordiales y pierden sus oocitos rápidamente posterior al nacimiento (SOYAL et 
al. 2000). Dos casos de pacientes no relacionadas que presentaban FOP 
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portadoras de deleciones heterocigotas en el gen FIGLA, versus 304 controles en 
los cuales no se detectaron variantes han sido reportados. Análisis in vitro de las 
mutaciones mostraron una alteración en la heterodimerización de la proteína con 
otros factores de transcripción asociados, sugiriendo un probable mecanismo para 
la presentación de la FOP (ZHAO et al. 2008a; ZHAO et al. 2008b). 
STAG3 
El gen STAG3 (7q22.1) codifica para una cohesina implicada en los procesos de 
reparación, replicación y recombinación del ADN, así como en la estabilidad 
cromosómica, la regulación transcripcional y la diferenciación celular. 
Particularmente STAG3 tiene una función central en el mantenimiento de la 
cohesión entre cromátides hermanas en los ovocitos de los mamíferos (MEHTA et 
al. 2012). Ratones Stag3-/- mostraron esterilidad y el estudio en humanos permitió 
identificar una mutación con corrimiento en el marco de lectura (c.968delC) en una 
familia consanguínea con FOP. Todos los miembros de la familia afectados eran 
homocigotos para la mutación (CABURET et al. 2014). Estos resultados indicaron 
que la FOP sería atribuida en este caso a defectos en la cohesión de cromátides 
hermanas en la profase del oocito. 
NANOS3 
El gen NANOS3 (19p13.13) es miembro de la familia NANOS que 
preferentemente se expresan en los ovarios y tienen una importante función en el 
desarrollo, la supervivencia y el mantenimiento de las células germinales (TSUDA 
et al. 2003; SANTOS et al. 2014). En ratones se ha establecido que Nanos3 cumple 
funciones en el mantenimiento de las células primordiales germinales. Se ha 
descrito una relación entre la cantidad de proteína NANOS3 expresada y el 
número de células germinales primordiales en un modelo de ratón. Se ha 
encontrado una mutación (p.Arg153Trp) en una mujer de origen chino con fenotipo 
FOP. Se pudo establecer que esta mutación se encuentra en una región altamente 
conservada evolutivamente. In vitro se demostró que esta mutación conducía a 
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una disminución de la vida media de la proteína NANOS3. Estos resultados 
sugirieron que la proteína NANOS3 mutante tendía a ser estructuralmente 
inestable, lo que conduciría a una degradación por el sistema  
ubiquitin/proteosoma y finalmente a una disminución de los niveles de NANOS3 
(WU et al. 2013).  
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4.2 Técnicas de secuenciación del ADN 
 El Proyecto Genoma Humano inició su trabajo en 1985, liderado por el 
departamento de energía y el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos 
de América, permitiendo la secuenciación de aproximadamente 3 x 109 pb del 
genoma humano (CONSORTIUM 2004).  
Las técnicas de secuenciación de primera generación están fundamentadas en la 
metodología publicada en 1977 por Sanger y colaboradores (SANGER et al. 1977). 
Este técnica, conocida también como método de secuenciación enzimático, 
genera una población de moléculas marcadas radioactivamente representando 
todos los tamaños y combinaciones posibles (SANGER and COULSON 1975). 
Además, usa la enzima ADN polimerasa para copiar la cadena molde de ssADN 
en presencia de una mezcla que contiene los cuatro desoxinucleósidos trifosfato 
(dNTP) y una menor cantidad de didesoxinucleósido trifosfato (ddNTP). En esta 
técnica se llevan a cabo cuatro reacciones en paralelo que contienen ddNTP 
diferentes (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). La ADN polimerasa incorpora los 
nucleótidos en la nueva cadena a sintetizar y de manera aleatoria incluye el 
análogo ddNTP en la cadena que sintetiza. Al carecer del extremo 3´-OH la 
enzima es incapaz de seguir extendiendo el fragmento y por consiguiente la 
reacción termina (SANGER et al. 1977). El producto de cada una de las cuatro 
reacciones se somete, en cuatro carriles independientes, a electroforesis en gel de 
poliacrilamida y se revela siguiendo métodos clásicos de autorradiografía 
(CAMPION and TEC 2004). 
Diversos avances y descubrimientos han permitido el desarrollo de métodos para 
la secuenciación del ADN a partir de la técnica de Sanger. El primero de ellos es la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR), una técnica descrita en 1985 por el 
químico Kary Mullis, que permite la amplificación exponencial de una molécula de 
ADN generando millones de copias de un fragmento (MULLIS 1990). 
Para realizar esta reacción es necesaria una molécula de ADN molde y dos 
oligonucleótidos complementarios a los fragmentos de la secuencia de ADN que 
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flanquean la región candidata. Los primers funcionan como un punto de inicio para 
la adición de nucleótidos (MULLIS et al. 1994). 
Una reacción de PCR típica realiza múltiples ciclos de amplificación para obtener 
un número de copias mayor del fragmento de interés. Cada uno de estos ciclos 
consta de un proceso de desnaturalización de las hebras de ADN con el objetivo 
de separar la doble cadena. Posteriormente, se efectúa el reconocimiento y la 
unión de los oligonucleótidos en un proceso conocido como anillamiento que 
permite la fase de extensión en la cual se adicionan nuevos nucleótidos a la 
cadena en formación (MULLIS et al. 1992). 
La enzima Taq polimerasa fue aislada en 1988 a partir de la bacteria Thermus 
Aquaticus (CARBALLEIRA et al. 1990). Esta polimerasa resiste altas temperaturas 
permitiendo automatizar la reacción de PCR sin que se requieran cantidades 
adicionales de la enzima durante los ciclos. Con esta polimerasa es posible 
obtener fragmentos uniformes de ADN de hasta ~ 3.5 Kb (INNIS et al. 1988). 
Otro avance significativo para la automatización de las técnicas de secuenciación 
está relacionado con el marcaje de las cadenas de ADN sintetizadas. En la 
descripción inicial de Sanger se emplearon nucleótidos marcados con 32P, los 
cuales eran separados en un gel de poliacrilamida para finalmente detectar el 
marcaje al tomar una radiografía (SANGER et al. 1977). Nuevas técnicas fueron 
desarrolladas posteriormente empleando fluoróforos no radioactivos para marcar 
los fragmentos de ADN. Gracias a las propiedades de estas moléculas 
fluorescentes fue posible efectuar todas las reacciones de terminación específicas 
en un solo tubo (PROBER et al. 1987). 
Estos hallazgos contribuyeron al desarrollo de equipos automatizados capaces de 
realizar los procesos de secuenciación. En 1986 fue descrita una técnica de 
secuenciación automatizada que se fundamenta en la utilización de cuatro 
fluoróforos diferentes para la terminación de la lectura de los fragmentos de ADN 
(SMITH et al. 1986). Esto permitió que la mezcla se cargara sobre un sólo carril de 
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gel y determinó la absorción de cada banda mediante el uso de un detector óptico. 
A continuación, los datos obtenidos eran analizados por medio de una 
computadora que permitió obtener la lectura de aproximadamente 200 bases 
(SMITH et al. 1986). Luego, se desarrollaron nuevos equipos con variaciones en las 
técnicas de secuenciación automatizada. Este es el caso de los sistemas 
fundamentados en la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) que tienen la 
ventaja de leer un mayor número de pares de bases (MAXAM and GILBERT 1977). 
Su inconveniente consiste en su relativa lentitud dado que implican la preparación 
del gel y la carga manual. Además, presentan el efecto neurotóxico de la 
acrilamida (CHRAMBACH and RODBARD 1971). Otro tipo de secuenciación 
automatizada se fundamenta en un sistema de electroforesis capilar para la 
separación de las muestras de ADN. Así, es posible una mayor automatización del 
proceso de secuenciación al no requerir la utilización de geles (Anexo 1) (BEHR et 
al. 1999). 
4.2.1 Secuenciación de siguiente generación 
La técnica de secuenciación de siguiente generación (NGS) es un método descrito 
inicialmente en el año 2007. Esta tecnología utiliza nuevas formas de preparación 
de las muestras, distintas técnicas de secuenciación y nuevos algoritmos de 
análisis de los datos. La mayor ventaja que ofrece la NGS es la posibilidad de 
secuenciar grandes regiones de manera simultánea (METZKER 2010). La variedad 
de nuevas técnicas para la realización de NGS ha permitido que diversas 
plataformas puedan coexistir.  
4.2.1.1 Preparación de las muestras 
Las técnicas de NGS requieren primero la preparación de las muestras a 
secuenciar mediante la fragmentación de las cadenas de ADN. Los fragmentos 
son inmovilizados en una superficie sólida que permite que se desarrollen miles de 
reacciones de secuenciación simultáneas. Existen dos métodos de preparación de 




Debido a que la mayoría de sistemas de NGS no pueden detectar señales bajas 
de fluorescencia se requiere la amplificación de los fragmentos a través de 
técnicas de amplificación clonal de muestras. Para este fin, se dispone de dos 
tipos de PCR que incluyen la PCR en emulsión (emPCR) y la PCR en fase sólida 
(DRESSMAN et al. 2003) (FEDURCO et al. 2006).  
La emPCR utiliza un sistema libre de células y una librería de fragmentos cuyos 
extremos se ligan a adaptadores. Estos últimos contienen sitios de reconocimiento 
para primers universales. El ADN se separa en cadenas sencillas y es capturado 
sobre la superficie de unas perlas para que en cada una de ellas se localice una 
molécula de ADN. Lo anterior, permite el proceso de amplificación y 
consecuentemente la inmovilización de las perlas por medio de uno de los 
siguientes mecanismos: 1. La unión química sobre una superficie de vidrio, 2. La 
inmovilización sobre un gel de poliacrilamida, 3. El depósito en pocillos 
individuales de una placa. A continuación, se efectúa el proceso de la 
secuenciación (LEAMON et al. 2003; SHENDURE et al. 2005).  
En la amplificación en fase sólida o PCR en puente, se unen covalentemente a un 
soporte de vidrio primers forward y reverse y se obtienen entre 100 y 200 millones 
de fragmentos del producto. Estos productos cuentan con extremos libres a los 
que se hibrida un primer universal para iniciar la secuenciación. 
Single-molecules templates 
La tecnología Single-molecules templates requiere una menor cantidad de 
producto (<1µg) en comparación con la amplificación clonal (20 a 30 µg). Además, 
no precisa de una PCR previa que induzca mutaciones en el fragmento a 
secuenciar (METZKER 2010). Antes de efectuarse la secuenciación las muestras 
son inmovilizadas en una superficie solida mediante diversos métodos (HARRIS et 
al. 2008). En un primer método, se utilizan primers que se unen covalentemente a 
un soporte sólido. Las muestras se preparan mediante fragmentación al azar en 
secuencias de 200 pb a 250 pb y se les añaden adaptadores universales en sus 
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extremos. Posteriormente, El ADN fragmentado se hibrida con los primers 
inmovilizados y la enzima ADN polimerasa se une al complejo primer-muestra 
para iniciar la reacción de secuenciación. Un método alternativo, se fundamenta 
en la unión de la muestra junto con los adaptadores universales a la superficie 
sólida. La enzima ADN polimerasa se une al complejo primer-muestra para iniciar 
la reacción de secuenciación. En un tercer método la enzima ADN polimerasa 
fijada sobre la superficie sólida, se une a la muestra con el primer. Con esta 
técnica se pueden secuenciar moléculas de ADN de mayor tamaño y a diferencia 
de los dos métodos anteriores se puede utilizar con técnicas de PCR en Tiempo 
Real (HARDIN et al. 2008; EID et al. 2009). 
4.2.1.2 Secuenciación 
Las muestras fijadas en el método de amplificación clonal dan como resultado 
múltiples fragmentos. Cada uno de estos es sometido a una reacción de 
secuenciación y el resultado final será un consenso de las diferentes reacciones. 
La lectura de las muestras fijadas en el método de molécula única se realiza en 
una única reacción. Diferentes estrategias han sido usadas para este paso de la 
NGS. 
La terminación reversible cíclica (CRT) es una técnica que utiliza terminadores 
reversibles para la incorporación de cada uno de los nucleótidos (METZKER 2005). 
Inicialmente la enzima ADN polimerasa unida al fragmento de la muestra 
incorporara un solo nucleótido complementario fluorescente con un grupo 
terminador en su extremo 3´. El proceso de síntesis de ADN termina y los 
nucleótidos sobrantes son lavados. La lectura se efectúa mediante láser para 
identificar el nucleótido que se ha unido al fragmento de la muestra. Este paso es 
seguido de un clivaje del grupo terminador del nucleótido fluorescente y un lavado 
adicional antes de iniciar un nuevo paso de incorporación de nucleótido (BENTLEY 
et al. 2008). La detección puede realizarse mediante un solo color (todos los 
nucleótidos marcados con el mismo fluoróforo) (Helicos BioSciences) o mediante 4 
colores (cada nucleótido marcado con un fluoróforo diferente) (Ilumina/Solexa). 
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La secuenciación por ligación (SBL) es un método cíclico de secuenciación que 
emplea una ADN ligasa y sondas marcadas con fluorescencia complementarias 
para una o dos bases. En este método la sonda hibrida con la región 
complementaria de la muestra y una ADN ligasa une la sonda al primer. Las 
sondas no hibridadas se lavan. Posteriormente, se lee la fluorescencia para 
determinar la identidad de la sonda ligada. Este proceso se realiza en repetidas 
ocasiones para identificar la secuencia completa (LANDEGREN et al. 1988). 
Life/APG comercializa una plataforma llamada SOLiD (Support oligonucleotide 
ligation detection) que utiliza el método de SBL (VALOUEV et al. 2008; HARISMENDY 
et al. 2009). 
La adición de nucleótido único o pirosecuenciación es un método no 
electroforético basado en bioluminiscencia. Mide la liberación de fosfatos 
inorgánicos al convertirse en luz visible usando una serie de reacciones 
enzimáticas (RONAGHI et al. 1996; RONAGHI et al. 1998). Comercialmente se ha 
distribuido el pirosecuenciador Roche/454 que vierte automáticamente sobre los 
pocillos los reactivos necesarios para la reacción y un tipo de dNTP cada vez. En 
cada pocillo la ADN polimerasa añade uno o más nucleótidos dependiendo de la 
secuencia molde y se emite luz con una intensidad proporcional al número de 
nucleótidos incorporados a la nueva cadena (AHMADIAN et al. 2006). El 
secuenciador consta de un sistema óptico especial que recoge el patrón de 
destellos luminosos que se emiten. Mediante programas informáticos se 
interpretan estos patrones de luz y se generan unas gráficas que indican si se 
incorporaron o no nucleótidos. El exceso de nucleótidos y reactivos se lava y se 
repite el proceso con otro tipo de nucleótido de forma cíclica hasta que finalice la 
síntesis de la cadena complementaria (DROEGE and HILL 2008). 
La secuenciación en tiempo real es un método en el que se incorporan dNTPs 
marcados con fluoróforos y de manera paralela se realiza una lectura de la 
fluorescencia del ADN recién sintetizado (METZKER 2010). Este proceso es 
desarrollado por una enzima ADN polimerasa unida a la superficie de detectores 
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ZMW (Zero Mode Waveguide) cuya función es identificar la secuencia de la nueva 
cadena (METZKER 2009). El detector está compuesto por un agujero de 10nm de 
diámetro fabricado en una película de metal (100nm) que evita que la luz visible 
del láser lo atraviese completamente. Al ser emitida la luz del láser solo se ilumina 
el fondo del detector. Dentro de cada ZMW se une covalentemente una sola 
molécula de la ADN polimerasa. Los nucleótidos marcados por encima del 
detector ZMW no emiten luz y solo emiten fluorescencia cuando difunden por el 
fondo. Finalmente, se produce la lectura de los nucleótidos una vez la polimerasa 
los incorpora a la cadena que está siendo sintetizada (EID et al. 2009).  
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4.3 Metaloproteinasas ADAM/ADAMTS 
Los genes de las familias ADAM y ADAMTS son miembros de la superfamilia de 
metaloproteinasas que incluye diversas proteínas con dominios transmembrana y 
funciones biológicas diversas. Hasta la fecha se han identificado en el genoma 
humano 21 genes ADAM y 24 genes ADAMTS. Cinco de los 24 genes ADAMTS, 
conocidos como ADAMTS-like (ADAMTSL), carecen de dominio metaloproteinasa 
(MP) y son inactivos. Los otros 19 codifican proteínas funcionales (BROCKER et al. 
2009).  
4.3.1 Dominios estructurales 
Ambas familias codifican proteínas estructuralmente similares y comparten 
múltiples dominios incluyendo el pro-dominio (PD) regulador de la actividad 
enzimática de la proteína (Fig. 1). El PD es procesado y removido en la red trans-
Golgi antes de que la proteína sea transportada a la membrana celular o 
secretada a la MEC (ANDERS et al. 2001).  
Estas proteínas se clasifican como endopeptidasas dependientes de zinc 
(contienen un motivo de unión al zinc) dentro del dominio metaloproteinasa (MP). 
La secuencia de aminoácidos que constituye este motivo (HEXGHXXGXXHZ) se 
encuentra conservada en los miembros de la familia ADAMTS (excepto los cinco 
genes ADAMTSL). Diversos miembros de la familia ADAM no poseen los residuos 
conservados de histidina característicos de este motivo, lo que impide la unión del 
zinc y la actividad metaloproteinasa. Esta característica sugiere que esta región 
facilita el plegamiento de la proteína o posibilita la interacción proteína-proteína 
(SAGANE et al. 1999). 
Inmediatamente después del dominio MP se encuentra el dominio desintigrina. La 
desintegrina fue originalmente identificada como una pequeña proteína hallada en 
el veneno de serpiente que bloqueaba la agregación plaquetaria por medio de la 
interacción con las integrinas (NIEWIAROWSKI et al. 1994). Las integrinas se 
encuentran en la superficie celular y median la interacción célula-célula y célula-
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MEC. Este dominio participa en la identificación del sustrato específico (WHITE 
2003). 
La región carboxiterminal de las proteínas ADAM contiene un dominio EGF-like, 
un dominio transmembrana (TM) y una cola citoplasmática (CT). El dominio TM es 
el responsable del anclaje de la proteína a la membrana celular y la CT participa 
en procesos de señalización intracelular (BROCKER et al. 2009). 
Las proteínas de la familia ADAMTS no poseen los dominios EGF-like, TM y CT. 
En su lugar, contienen dominios trombospondina (TS) que participan en procesos 
de interacción célula-célula, de angiogénesis y de apoptosis. El número de 
dominios TS es variable en las diferentes proteínas de la familia ADAMTS  desde 





















Figura 1. Dominios estructurales de proteínas ADAMTS/ADAM 
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ARISPE et al. 1999). 
4.3.2 Regulación de ADAMs 
La mayoría de proteínas ADAMs requieren la remoción del pro-dominio mediante 
una convertasa de pro-proteínas (e.g. furina). Además, se ha determinado que 
existen proteínas ADAMs que pueden realizar una remoción autocatalítica del pro-
dominio. Esta acción permite la activación de la proteína y afecta la conformación, 
el tráfico a través de la célula y la función de la misma. Diversos estudios para 
proteínas ADAM-10 y ADAM-17 han determinado que el pro-dominio puede actuar 
como inhibidor de la actividad de la enzima madura (SEALS and COURTNEIDGE 
2003). 
Las proteínas ADAMs transmembranales presentan un dominio citoplasmático con 
secuencia y longitud variable. Este dominio regula la función proteasa de la 
proteína en respuesta a eventos de señalización intracelular. Además, podría estar 
involucrado en la respuesta a señales de la MEC debido a la unión de sus 
ectodominios con diversos sustratos. Un gran número de proteínas que 
interactúan con los dominios citoplasmáticos de las proteínas ADAMs se han 
identificado mediante el uso de la técnica en levadura de doble híbrido, la 
coinmunoprecipitación y el pull-down (EDWARDS et al. 2008). 
Los inhibidores de proteasas TIMPs (Tissue inhibitor of metalloproteinase) han 
demostrado una alta selectividad por las proteínas ADAMs. Los TIMPs son 
proteínas de dos dominios. El dominio N-terminal es responsable de la inhibición 
de la metaloproteinasa y el dominio C-terminal permite la interacción proteína-
proteína. Otros inhibidores sintéticos para las proteínas ADAMs han sido 
desarrollados como agentes terapéuticos principalmente por la importancia que 
muestra ADAM-17 en los procesos inflamatorios y ADAM-10 en el desarrollo del 
cáncer (BAKER et al. 2002; EDWARDS et al. 2008). 
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4.3.3 Funciones biológicas de ADAMs 
Las primeras proteínas ADAM identificadas en mamíferos fueron las dos 
subunidades de la fertilina, ADAM-1 (fertilina-α) y ADAM-2 (fertilina-β), factores 
importantes en el proceso de unión y de fusión del espermatozoide con el ovocito 
(PRIMAKOFF and MYLES 2000). Estas proteínas son procesadas proteolíticamente 
durante la maduración de la célula espermática por un clivaje posterior al dominio 
MP. Lo anterior desencadena que los dominios desintegrina de la proteína 
interactúen con las integrinas presentes en el ovocito. Los ratones Adam2-
Knockout son infértiles al igual que los ratones Adam3- Knockout revelando la 
importancia de estas proteínas en el proceso de unión del ovocito con el 
espermatozoide (PRIMAKOFF and MYLES 2002). Existe una relación entre las 
diferentes proteínas ADAM que se expresan en los espermatozoides ya que la 
deficiencia de una de estas proteínas conduce a la disminución en la expresión de 
otras proteínas de la familia que se expresan en la superficie de la célula. Muchos 
de los genes Adam de ratón específicos de testículos sus homólogos en humanos 
se presentan como pseudogenes incluyendo a ADAM1 y ADAM3. Otros genes de 
la familia ADAM como el ADAM20 son específicos de humanos (EDWARDS et al. 
2008). Otra función identificada en las proteínas de la familia ADAM es el 
“ectodomain shedding” (ES). Este proceso consiste en la liberación a la MEC de 
citoquinas o de factores de crecimiento que se encuentran unidos a la membrana 
celular. Lo anterior es relevante para diferentes modelos de señales de traducción.  
La identificación de ADAM-17 como el principal regulador corriente arriba de la vía 
de activación de TNF-α, al procesar proteolíticamente esta citoquina involucrada 
en procesos inflamatorios de múltiples patologías (e.g. La artritis reumatoide y la 
enfermedad de Crohn), permitió inicialmente identificar esta función (ZHENG et al. 




Figura 2.Modelo 'triple-membrane-passing-signalling'. Tomada y modificada de Wetzker & Böhmer, 2003. 
Existe evidencia de que la activación del receptor acoplado a proteína G (GPCRs) 
activa a su vez la señal que permite que las proteínas ADAM liberen el ligando 
EGF. EGF actúa sobre EGFR permitiendo que se active la vía ERK/MAPK (Fig. 2) 
(OHTSU et al. 2006). Otro proceso en el que están involucradas las proteínas 
ADAM es la proteólisis intramembrana regulada (RIP), una cascada proteolítica 
secuencial que implica inicialmente el proceso de “ectodomain shedding” de una 
proteína transmembrana. Posteriormente, se realiza una escisión dentro de la 
propia membrana, que genera un fragmento intracelular que permite la 
transducción de una señal. Los sustratos de la RIP incluyen CD44, N-cadherina, 
E-cadherina, entre otros. En todos estos casos el clivaje por un ADAM extracelular 
de la proteína deja una cola transmembrana accesible al clivaje por proteasas 
intramembrana (e.g. Presenilina). Este clivaje genera un dominio intracelular que 
se trasloca al núcleo y puede participar en la modulación de la transcripción de 





4.3.4 Regulación de ADAMTS 
ADAMTS-1 fue identificado en una línea celular de adenocarcinoma de ratones 
que era regulada por IL-4 (KUNO et al. 1997). Los niveles de ARNm de ADAMTS-1, 
-6 y -9 se encuentran aumentados en respuesta al factor de necrosis tumoral-α en 
células derivadas de epitelio de retina pigmentaria (BEVITT et al. 2003). La 
expresión de ARNm de ADAMTS-4 se incrementa en los condrocitos articulares 
ante la presencia de IL-17. Esto indica que las proteínas ADAMTS tienen una 
función relevante en procesos inflamatorios (JONES and RILEY 2005). 
La regulación post-transcripcional mediante splicing alternativo se ha identificado 
en proteínas ADAMTS-6, -7 y -9. Así mismo, se encontraron múltiples codones 
ATG corriente arriba del sitio de inicio de la traducción seguida de marcos de 
lectura abiertos cortos. Estos reclutan ribosomas llevando a que la traducción de la 
proteína sea reducida (BEVITT et al. 2005). 
Las proteínas ADAMTS son sintetizadas como pro-enzimas que requieren la 
remoción del pro-dominio por una convertasa. En las ADAMTS que son 
secretadas adicionalmente se producen diversos procesamientos en C-terminal 
(RODRÍGUEZ-MANZANEQUE et al. 2000). En ADAMTS-1 y -4 se identificó que se 
realiza un clivaje en la región espaciadora y ADAMTS-12 sufre un clivaje que 
libera las repeticiones de trombospondinas. El clivaje de ADAMTS-1 y -4 reduce 
su afinidad por la heparina sugiriendo que la región espaciadora participa en esta 
interacción (GAO et al. 2002).  Para ADAMTS-13 la remoción de la región 
espaciadora desencadena una marcada reducción en la actividad de escisión del 
factor de Von Willebrand. Por lo tanto, la región espaciadora puede influir en la 
actividad de los dominios catalíticos de las proteinasas ADAMTS (SOEJIMA et al. 
2003; JONES and RILEY 2005). 
El inhibidor endógeno más importante para las proteínas de la familia ADAMTS es 
TIMP-3. Así mismo, otros miembros de la familia TIMP poseen una capacidad 
inhibitoria reducida. La región C-terminal de la fibronectina ha demostrado ser un 
potente inhibidor de ADAMTS-4 (KASHIWAGI et al. 2001). 
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4.3.5 Funciones biológicas de ADAMTS 
4.3.5.1 Anti-angiogénesis: ADAMTS-1 y -8 
Estas proteínas pueden inhibir la angiogénesis inducida por VEGF (factor de 
crecimiento endotelial vascular) y suprimir la vascularización inducida por el factor 
de crecimiento de fibroblastos-2. La actividad anti-angiogénica es mediada por las 
repeticiones de trombospondina. La TSP1 puede interactuar con el receptor de 
glicoproteínas de membrana CD36 en las células endoteliales (IRUELA-ARISPE et al. 
1999; VÁZQUEZ et al. 1999). 
4.3.5.2 Agrecanasas: ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9 y -15 
Agrecan es el principal proteoglicano de cartílago y es responsable de la 
resistencia del tejido a la compresión. Contiene dos dominios N-terminales 
globulares, G1 y G2, separados por un dominio interglobular (IGD), seguido por 
una región de unión GAG y un dominio globular C-terminal, G3. El dominio G1 
interactúa con el ácido hialurónico y permite formar agregados proteicos en la 
matriz de colágeno del cartílago. El agrecan protege el colágeno de la degradación 
del cartílago (PRATTA et al. 2003). Los principales sitios de corte que causan 
disminución del  agrecan del cartílago se encuentran en el dominio IGD. Las 
proteínas agrecanasas mas estudiadas son ADAMTS-4 y -5. Estas también 
pueden clivar el brevican, un proteoglicano de condroitín sulfato, que es expresado 
en el sistema nervioso central y el versican presente en vasos sanguíneos 
(TORTORELLA et al. 2001; PORTER et al. 2005). 
4.3.5.3 Proteinasas de procolágeno: ADAMTS-2, -3, -14 
Estas proteínas ADAMTS se encuentran involucradas en el procesamiento del 
procolágeno a colágeno removiendo el pro-péptido N-terminal (COLIGE et al. 1997). 
ADAMTS-2 actúa sobre el procolágeno I, II y III y mutaciones en este gen se 
encuentran asociadas con la aparición en humanos del síndrome de Ehlers-
Danlos tipo dermatosparaxis. Este síndrome está caracterizado por tejidos 
extremadamente frágiles, piel hiperextensible y facilidad para sufrir hematomas. 
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ADAMTS-3 actúa sobre el procolágeno II y ADAMTS-14 sobre el procolágeno I 
(FERNANDES et al. 2001). 
4.3.5.4 Proteasa de clivaje del factor de von Willebrand: ADAMTS-13 
El Factor de Von Willebrand es una proteína multimérica presente en el plasma, 
las plaquetas y las células de la vasculatura endotelial. Esta proteína unida al 
factor VIII permite la agregación plaquetaria. ADAMTS-13 se encarga de clivar al 
factor de Von Willebrand con el fin de limitar su actividad. La deficiencia del mismo 
desencadena la púrpura trombocitopénica trombótica una enfermedad 
caracterizada por trombocitopenia, anemia hemolítica y disfunción renal (SOEJIMA 
et al. 2001; ZHENG et al. 2003). 
4.3.6 Proteínas ADAMTSL 
Son proteínas estructuralmente similares a las proteínas ADAMTS pero que no 
presentan dominios desintregrina y metaloproteinasa. Presentan un péptido señal, 
repeticiones de trombospondina, un dominio rico en cisteína, una región 
espaciadora y finalmente otras repeticiones de trombospondina (PORTER et al. 
2005). Actualmente 6 miembros de esta familia han sido identificados y su función 
es desconocida. Sin embargo, mutaciones en ADAMTSL2  se encuentran 
relacionadas con la displasia geleofísica, una patología esquelética caracterizada 
por estatura baja, anomalías prominentes en manos y pies, y un aspecto facial 
característico (Nariz corta, hipertelorismo, filtro largo y borrado, labio superior 
delgado). Además, mutaciones en ADAMTSL4 se asocian con ectopia lentis 
aislada, una enfermedad caracterizada por desplazamiento parcial o total  del 
lente ocular (LE GOFF and CORMIER-DAIRE 2011). 
4.3.7 ADAMTS en relación con la fertilidad 
La expresión de los genes de diferenciación gonadal se da aproximadamente en 
E11.5 en ratones y en la sexta semana post-concepción en humanos (COVENEY et 
al. 2008).  Las gónadas de ratones femeninos muestran una elevación del ARNm 
de Adamts19 a partir  del día E12.5, y sigue siendo mayor en el ovario postnatal 
que en el testículo (MENKE and PAGE 2002). Otras dos proteínas ADAMTS se han 
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encontrado involucradas en la gonadogénesis. En aves Adamts12 se encuentra 
elevado en testículos pero no en ovarios al momento de la diferenciación sexual 
(CARRÉ et al. 2011). Por el contrario, Adamtsl1 aumenta en ovarios en desarrollo y 
no en testículos. Adamts16 fue identificado en los testículos y en los ovarios de 
roedores en E13, en espermátides y células de la granulosa de machos y 
hembras, respectivamente. El Knockdown del gen Wt1 aumentó el ARNm de 
Adamts16 en machos, pero disminuyó en hembras indicando que su expresión es 
corriente abajo de Wt1. Ratones machos Knockout para Adamts16 muestran 
criptorquidia y esterilidad demostrando su importancia en el desarrollo adecuado 
de los testículos (JACOBI et al. 2014). 
Durante la foliculogénesis se ha identificado la expresión de diversos miembros de 
ADAMTS. Adamts1, 4, 5, 9 y 15 se expresan predominantemente en células de la 
granulosa de mamíferos (RICHARDS et al. 2005; PELUFFO et al. 2011; RUSSELL et al. 
2015). La FSH induce la expresión de Adamts1, 4 y 16 en ratones, sugiriendo que 
se encuentran involucradas en el desarrollo folicular. Además, Adamts1 en ratones 
se expresa en la membrana basal folicular al igual que su sustrato, el versican. 
Esto sugiere que el clivaje del versican por parte de ADAMTS-1 contribuiría a la 
remodelación estructural del folículo necesaria para su maduración (GAO et al. 
2007). Adamts1 también se encuentra involucrado en la fase de ovulación. Su 
expresión en células de la granulosa es inducida por el receptor de progesterona 
(Pgr) (ROBKER et al. 2000). Ratones Knockout para Pgr son infértiles y muestran 
disfunciones de ovulación. En estos ratones no se presenta un incremento en la 
expresión de Adamts1 en el periodo periovulatorio, sugiriendo que ADAMTS-1 es 
una proteasa que media en la ruptura folicular. Un estudio realizado en humanos 
mostró expresión de ADAMTS1 y ADAMTS9 en células de la granulosa en el 
periodo pre-ovulatorio y etapas tempranas de la ovulación (ROSEWELL et al. 2015). 
Además, la expresión aumentada de ADAMTS1 y ADAMTS9 se ha notificado en 
las células foliculares aisladas de ovocitos maduros en comparación con las que 




El gen ADAMTS19 (A Disintegrin-like and Metalloproteinase With Thrombospondin 
Type 1 Motif, 19) (MIM *607513) fue mapeado mediante el análisis de secuencias 
genómicas en la región cromosómica 5q31 (CAL et al. 2002). La homología de los 
dominios metaloproteinasas de proteínas ADAMTS, permitió identificar a 
ADAMTS19 en bases de datos genómicas. Se obtuvo el clon completo del gen por 
PCR de tejido fetal en librerías de ADNc (CAL et al. 2002). El gen está constituido 
por 23 exones codificantes con una longitud de 5234pb, una región 5´UTR de 145 
pb y una región 3’UTR de 1465 pb (CAL et al. 2002; PORTER et al. 2005). 
Diversos estudios han permitido identificar la expresión de ADAMTS19. 
Inicialmente se realizó una amplificación por PCR a partir de una librería de ADNc 
de tejido humano y se demostró la expresión en pulmón fetal. Además, el análisis 
por Northern blot de ARN de líneas celulares tumorales humanas permitió 
identificar su expresión en tejido de osteosarcoma (CAL et al. 2002). 
Posteriormente,  a partir de ADNc de cartílago articular se identificó mediante PCR 
en tiempo real una expresión elevada en tejido cartilaginoso normal y con 
osteoartritis (KEVORKIAN et al. 2004). 
Estudios realizados a partir de ADNc extraído de gónadas embrionarias de ratones 
machos y hembras (E12.5), demostraron una expresión elevada de Adamts19 en 
el tejido ovárico. Esta expresión se evidencio desde el día E12.5 hasta el día 
E15.5 del desarrollo embrionario. Se identificó una expresión débil en testículos 
embrionarios entre E14.5 y E15.5. De la misma manera, análisis en hembras a los 
8 días postparto reveló una expresión predominante en el ovario. En el riñón, el 
corazón, el músculo esquelético, los pulmones y los testículos se detectaron 
niveles bajos de expresión génica (MENKE and PAGE 2002). Recientemente, se 
estudiaron embriones de ratones knockdown para Adamts19. Mediante la técnica 
de inyección cardiaca de morfolinos en E11.5 se realizó un seguimiento por 48 
horas de cultivos de tejido gonadal. Los resultados no revelaron alteraciones 
morfológicas, cambios celulares o variaciones en la expresión de los genes de 
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diferenciación gonadal (e.g. Fst, Irx3, Amh, Cyp11a1, Nr5a1) (MCCLELLAND et al. 
2015). 
ADAMTS-19 pertenece a la subfamilia de metaloproteinasas ADAMTS. Estas 
proteínas fueron descritas inicialmente en ratones por Kuno et al. En 1997. Desde 
entonces se han identificado en otros mamíferos y en Caenorhabditis elegans 
(KUNO et al. 1997). Están estructural y evolutivamente relacionadas con ADAM y 
de manera más distante con proteínas MMP (matrix metalloproteinase) (JONES and 
RILEY 2005).   
Las proteínas ADAMTS son secretadas hacia la matriz extracelular en donde se 
unen a proteínas con las cuales interactúan. ADAMTS-19 está incluida dentro del 
grupo de “Orphan ADAMTS” denominadas de esta manera porque no se han 
descrito sus sustratos específicos (PORTER et al. 2005; RUSSELL et al. 2015). El 
análisis de la secuencia de aminoácidos y su homología con proteínas 
previamente conocidas permitió determinar los dominios estructurales presentes 
en ADAMTS19 y que corresponden a (Fig. 3):  
Un péptido señal seguido de un pro-dominio de aproximadamente 200 
aminoácidos (aa) encargado de mantener la latencia enzimática. 
 Un dominio catalítico metaloproteinasa de 225 aa que contienen el sitio activo de 
la enzima en la región de unión al zinc.  
Un dominio desintegrina-like de 80 aa que incluye 8 residuos de cisteína 
característicos de esta región. Este dominio confiere a la proteína la capacidad 
para unirse a receptores de integrina de la superficie celular, potenciando de esta 
manera su capacidad proteolítica (PORTER et al. 2005). 
Repeticiones centrales de trombospondina caracterizadas por la presencia de tres 
residuos de triptófano en una secuencia de 20 aa. ADAMTS-19 presenta una 
deleción de tres residuos incluyendo el segundo triptófano.  Este dominio cumple 
funciones de interacción con factores de crecimiento, citosinas, componentes de la 
MEC o de la superficie celular (ADAMS and LAWLER 2004). 
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Un dominio rico en cisteína que contiene 10 residuos conservados. Este dominio 
se encuentra relacionado con la localización sub-celular de las proteínas y la 
especificidad de sustrato (MOCHIZUKI and OKADA 2007; TORTORELLA et al. 2009).   
Una región espaciadora compuesta por 124 aa y sin características estructurales 
específicas.  
Un segundo módulo que contiene cuatro repeticiones de trombospondina. 
Un dominio proteasa-lacunina (PLAC) que contiene 40 aa con seis residuos 
conservados de cisteína y  su función molecular consiste en la catálisis de la 









Knauff y colaboradores realizaron un estudio de asociación de genoma completo 
(GWAS) obteniendo como resultado la asociación del SNP rs246246 localizado en 
el intrón 21 de ADAMTS19 con la FOP (KNAUFF et al. 2009). Aunque la cohorte de 
replicación no confirmó la asociación, ADAMTS19 puede ser considerado como un 
candidato para la FOP (MENKE and PAGE 2002). 
Recientes estudios en humanos sugieren que epistasis entre polimorfismos en los 
genes IGF2R (Insulin-like growth factor 2 receptor) y ADAMTS19 se asocian con la 




Prodominio D. Metaloproteinasa D. Desintegrina 
Repeticiones de 
Trombospondina 
D. Rico en 
Cisteína 
Región Espaciadora D. PLAC 
Figura 3. Dominios estructurales proteína ADAMTS-19. 
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células de la granulosa, y a su vez esta hormona regula  la expresión de diversas 
proteínas ADAMTS (SPICER and AAD 2007; FORTUNE et al. 2009). En 
consecuencia, ADAMTS19 podría ser regulado por la progesterona la cual es 
controlada por IGF2R. Las interacciones entre SNPs y diplotipos de IGF2R y 
ADAMTS19 contribuirían al desarrollo de la FOP (PYUN et al. 2013). Un estudio 
posterior reportó que las interacciones sinérgicas entre SNPs localizados en 
ACVR2B (activin A receptor, type IIB) y ADAMTS19 se asocian con susceptibilidad 





El gen COL6A2 (Collagen, Type VI, Alpha-2) (MIM*120240) fue identificado 
mediante un tamizaje con anticuerpos contra las cadenas de colágeno en una 
biblioteca de ADNc. Permitiendo caracterizar los ADNc humanos específicos para 
COL6A2. Clones de ADNc se utilizaron para mapear el gen en 21q22.3 mediante 
hibridación de células somáticas e hibridación in situ (WEIL et al. 1988). El gen está 
constituido por 28 exones, 27 son codificantes, con una longitud de 3461pb, una 
región 5´UTR de 104 pb y una región 3’UTR de 297 pb (GELSE et al. 2003). 
COL6A2 hace parte de la familia de proteínas del colágeno conformada por 34 
miembros diferentes. Los colágenos son proteínas estructuralmente formadas por 
tres cadenas polipeptídicas que forman característicamente estructuras de triple 
hélice (VON DER MARK 1999). Todos los miembros de la familia del colágeno 
forman estas estructuras en matriz extracelular. 26 tipos de colágeno distinto han 
sido descritos hasta la fecha (SATO et al. 2002). Su función está relacionada con el 
mantenimiento de la estructura de la matriz extracelular y son el principal elemento 
de todos los tejidos conectivos contribuyendo a la estabilidad de los órganos 
(GELSE et al. 2003). 
La proteína COL6A2 hace parte estructural del colageno tipo VI (microfibrilar). El 
colágeno tipo VI es un heterotrímero compuesto por tres cadenas distintas (α1, α2, 
α3). Posee dos dominios globulares de igual diámetro, separados por un dominio 
helicoidal corto de 110 nm; tiene una secuencia de 335 a 336 residuos de 
aminoácidos, donde la cisteína forma puentes que estabilizan la molécula (KEENE 
et al. 1988). Desempeña una función importante en las interacciones entre los 
diferentes componentes de la matriz extracelular y tiene particular importancia en 
el reconocimiento de la integrina a2p1 que regula la adhesión y diferenciación 
celular. Al ser secretado a la matriz extracelular, el colageno tipo VI forma una red 
microfibrilar en prácticamente todos los tejidos conectivos, excepto el tejido ósea. 
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Las microfibrillas le dan una disposición semejante a la cuentas de un rosario 
(SILVERA and BARRIOS 2012). 
Las enfermedades relacionadas con mutaciones en el colágeno de tipo VI 
representan un espectro de fenotipos desde la miopatía de Bethlem hasta la 
distrofia muscular congénita de Ullrich. La miopatía de Bethlem, se caracteriza por 
debilidad muscular proximal y contracturas variables y afecta con mayor 
frecuencia los flexores de los dedos, los codos y los tobillos. La distrofia muscular 
congénita de Ullrich se caracteriza por la debilidad congénita e hipotonía, 
contracturas articulares proximales e hiperlaxitud de las articulaciones distales 





5 Preguntas Científicas 
 
¿Puede la secuenciación de siguiente generación identificar variantes 
potencialmente etiológicas en genes candidato de FOP de manera eficiente? 
¿Es la variante p.Thr943Ile en ADAMTS19 causal del fenotipo? 
 
6 Objetivos de la Investigación 
6.1 Objetivo general 
 Determinar si la secuenciación de siguiente generación es eficiente para la 
identificación de variantes potencialmente causales de FOP. 
 Identificar variantes de secuencia potencialmente causales FOP 
 Efectuar ensayos funcionales que permitan describir mutaciones causales 
en nuevos genes POF.   
6.2 Objetivos específicos 
 Identificar variantes en la región codificante de 70 genes candidatos de 
FOP en 12 mujeres afectadas mediante el uso de NGS. 
 Identificar las potenciales proteínas que interactúan con ADAMTS19. 






7 Materiales y Métodos. 
7.1 Secuenciación de siguiente generación.  
7.1.1 Población de Estudio 
Las pacientes y los controles de origen colombiano asistieron a la unidad de 
fertilidad de la clínica Marly (Bogotá, Colombia) y/o a la unidad de genética de la 
Universidad del Rosario (Bogotá, Colombia). Doce mujeres afectadas por FOP 
(POF-3, -4, -7, -9, -10, -11, -13, -17, -19, -23 y -136) fueron incluidas en el estudio. 
El grupo control (GC) incluía 176 mujeres y un grupo adicional de 345 mujeres 
(grupo de población general [GP]; edades entre 19 años y 63 años) del mismo 
origen étnico fueron reclutadas para valorar la frecuencia alélica de los alelos 
potencialmente deletéreos. Todos los estudios clínicos y experimentales fueron 
aprobados por el comité de ética de cada una de las instituciones participantes. 
Todos los individuos firmaron un consentimiento informado. 
 Criterios de Inclusión del grupo FOP: 
 Amenorrea mayor a 6 meses antes de los 40 años de edad. 
 Niveles de FSH plasmáticos elevados (>40 UI/ml). 
 Cariotipo 46,XX. 
 Criterios de exclusión del grupo FOP: 
 Antecedentes de cirugía pélvica, quimio o radioterapia, infección ovárica 
y/o enfermedad autoinmune. 
 Criterios de inclusión del grupo control: 
 Menopausia después de los 50 años de edad. 
 No antecedentes de enfermedades ginecológicas. 
 Ciclos menstruales regulares durante la vida reproductiva. 
 Haber tenido por lo menos un hijo. 
7.1.2 Extracción del ADN 
Se tomaron 10 ml de sangre periférica en tubos con EDTA de cada individuo 
participante. El ADN total fue extraído de los leucocitos utilizando la técnica 
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fenol/cloroformo. Mediante centrifugación fueron obtenidos los leucocitos de los 
que se aisló el ADN. La capa de leucocitos obtenida fue sometida a lisis por 
adición de 500 ul Tris-Cl, 10 mM- EDTA, 5mM pH: 8.0 frio. La lisis celular fue 
completada agregando 5 ml de buffer de lisis (LSN). Se mezcló suavemente por 
inversión. A lo anterior se le adicionó 2.5 ml de fenol, y se mezcló suavemente por 
inversión durante 5 min. Se agregaron 2.5 ml de Cloroformo-Isoamílico 1:24. Se 
centrifugó a 3.000 rpm durante 10 min y se obtuvo el sobrenadante. Se 
adicionaron 2.5 ml de fenol, 2.5 ml de cloroformo y se mezcló por inversión 
durante 5 min. Se centrifugó a 3.000 rpm por 10 min. Se adicionaron nuevamente 
fenol y cloroformo. Se mezcló suavemente por inversión por 5 min y se centrifugó 
10 min a 3.000 rpm. Se obtuvo el sobrenadante y se adicionaron 1/10 del volumen 
en NaCl 5M. Se agregaron 2 volúmenes de etanol absoluto y se pasó por 
soluciones de etanol al 90%, 80% y 70% con el fin de retirar el exceso de sales. 
Posteriormente, se dejó secar y el pellet fue resuspendido en 700 ul de Tris 10 
mM- EDTA, 1 mM pH:8.0, e incubado a 56°C durante 1 hora. La concentración de 
ADN se cuantificó en un espectofotómetro NanoDrop 2000c de ThermoScientific. 
7.1.3 NGS 
La NGS se realizó a las 12 mujeres afectadas por FOP. Se seleccionaron 70 
genes de interés para el microarreglo de secuenciación de nueva generación 
después de explorar las bases de datos públicas: Pubmed, Highwire, GEO 
profiles, MGI, entre otras. Para la búsqueda de la literatura en internet se 
incluyeron los términos ‘‘genetics of sex determination,’’ ‘‘genetics of 
folliculogenesis,’’ ‘‘genetics of ovulation,’’ ‘‘gene expression and ovary,’’ ‘‘ovary and 
transcriptomics,’’ ‘‘mouse models of premature ovarian failure,’’ ‘‘premature ovarian 
failure,’’ ‘‘premature ovarian failure genetics,’’ and ‘‘primary ovarian insufficiency’’. 
Adicionalmente, revisamos reportes previos de análisis de secuenciación 
realizados en pacientes con FOP para identificar aquellos genes que mostraran 
pruebas funcionales positivas. La base de datos MGI (Mouse Genome Informatics) 
fue usada específicamente para explorar los fenotipos murinos de FOP. La 
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herramienta GEO profiles del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
fue usada para evaluarlos los perfiles de expresión de los genes seleccionados. La 
secuenciación del genoma humano (Build Hg19) para la región codificante de los 
70 genes de interés fue obtenida del UCSC Genome Browser (Anexo 2). 
Un total de 241,399 sondas que comprendían los exones de los 70 genes y 2,105 
sondas control fueron introducidas en un array Agilent’s 1X244K. 130 µl de agua 
libre de nucleasas fueron agregados a tres microgramos del ADN genómico de 
cada paciente. Se sometieron a sonicación para fragmentar el ADN en tamaños 
entre 100pb y 200pb. El tamaño de los fragmentos se comprobó en el Bioanalyzer 
HS Chip de Agilent. El ADN fragmentado fue seleccionado usando perlas 
Agencourt AMPure XP SPRI (Beckman Coulter). Posteriormente, las librerías de 
ADN genómico fueron construidas de acuerdo al protocolo de preparación de 
muestras para secuenciación del ADN genómico (Ilumina). El ADN fue sometido a 
una serie de reacciones enzimáticas para reparar los extremos fragmentados, 
adherir un nucleótido único “A” al extremo 3´ del ADN fragmentado y ligar 
adaptadores.  Después de la ligación, la amplificación por PCR (10-12 ciclos) fue 
realizada. Para el proceso de secuenciación se utilizó el secuenciador Illumina 
GAII. 
Las secuencias obtenidas del sitio web de la base de datos Ensembl fueron 
usadas para determinar substituciones de aminoácidos. La potencial baja calidad 
de las muestras y la contaminación de los adaptadores fue filtrada usando el 
software BLAT. Los datos de alta calidad fueron filtrados y alineados con el 
genoma humano de referencia usando el software BWA 0.5.9rcl (http://bio-
bwa.sourceforge.net/) y las variantes fueron identificadas usando samtools-0.1.7 
(http://samtools.sourceforge.net/). Las variantes fueron posteriormente filtradas 
con base en la profundidad y la calidad de las lecturas. Las variantes filtradas 
fueron anotadas, junto con su efecto potencial, usando el software snpEFF 3.4i 
(http://snpeff.sourceforge.net/). Los resultados fueron comparados con la base de 
datos dbSNP (NCBI versión db137). Esto permitió identificar las variantes no 
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descritas anteriormente. Las variantes anotadas fueron posteriormente revisadas 
manualmente. El laboratorio Genotypic technology realizó la secuenciación del 
exoma y el análisis primario de los datos. Las secuencias Wild Type humanas de 
ADAMTS19 (gij112789555), BMPR2 (gij15451916) y LHCGR (gij106067657) 
fueron usadas para los alineamientos múltiples de proteínas (ClustalW software), 
para estudiar la conservación durante la evolución de los residuos intercambiados. 
7.1.4 Diseño de Primers 
La secuencia de oligonucleótidos, para amplificar el exón 19 de ADAMTS19, se 
diseñó empleando el programa Primer3. Este programa considera entre otros, los 
parámetros de temperatura de melting, la longitud del primer, el porcentaje de 
GCs, la formación de dímeros y la formación de estructuras secundarias. Los 
primers de PCR se diseñaron fuera de la región codificante para secuenciar todo 
el marco abierto de lectura correspondiente. Para el proceso de secuenciación se 
diseñó un primer interno. Los primers se verificaron por medio de BLASTN. 
Tabla 1. Primers de amplificación de ADAMTS19 










Tabla 2. Primers de secuenciación de ADAMTS19 







7.1.5 Amplificación del ADN 
La amplificación de la región codificante del exón 19 del gen ADAMTS19 fue 
llevada a cabo en la paciente POF-7, en el GC y en el GP. Se utilizaron los 
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oligonucleótidos mencionados anteriormente. El fragmento amplificado tiene una 
longitud de 601 pb. La reacción de PCR se realizó según las siguientes 
especificaciones. 
Tabla 3. Programa del termociclador para la PCR para la amplificación del exón 19 del gen ADAMTS19 





95ºC 10 minutos 
Numero de ciclos 35 ciclos 
Desnaturalización 95ºC 1 minuto 
Anillamiento 65ºC 45 segundos 
Elongación 72ºC 40 segundos 
Elongación final 72ºC 10 minutos 
Conservación 4ºC  
 
La amplificación se comprobó analizando 5ml del producto de cada reacción de 
PCR por electroforesis en un gel de agarosa al 1% disuelto en buffer TBE 1X. Se 
utilizó un patrón de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder) para identificar las 
tallas de los fragmentos. El producto de PCR fue purificado mediante fosfatasa 
alcalina y exonucleasa I antes de la secuenciación. La secuenciación directa fue 
efectuada con el primer interno usando un secuenciador capilar (Applied 
Biosystems). El análisis de las secuencias fue realizado a través de alineamientos 
múltiples usando el programa clustalW. Se comparó la secuencia del paciente 
frente a la secuencia Wild Type del exón 19 de ADAMTS19 obtenida de la base de 
datos Ensembl. 
7.1.6 Análisis in silico 
Las herramientas bioinformáticas Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen2) y 
Sorting intolerant from tolerant (SIFT) fueron usadas para establecer los 
potenciales efectos deletéreos de las variantes encontradas a nivel de la proteína. 
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Los valores de predicción de PolyPhen2 resultan de un algoritmo que utiliza el 
análisis comparativo de secuencias de proteínas de diferentes especies, las 
características fisicoquímicas de los aminoácidos intercambiados y el mapeo de la 
sustitución de residuos con respecto a las estructuras tridimensionales disponibles 
de las proteínas. Los resultados son evaluados como “benigna”, “posiblemente 
deletéreos” o “probablemente deletéreos” (ADZHUBEI et al. 2010). El programa 
SIFT utiliza las características de hidrofobicidad de los aminoácidos y la 
conservación entre especies (similitud de las secuencia de proteínas) para 
establecer la probabilidad de efectos deletéreos causados por mutaciones 
missense (NG and HENIKOFF 2003).  
7.2 Estudio de la interacción proteína-proteína 
La proteína ADAMTS19 se clasifica dentro de la familia ADAMTS como huérfana 
ya que no se ha identificado su sustrato. Se han reportado diferentes métodos de 
análisis de unión de proteínas, como el sistema de doble híbrido en levaduras. 
Este ensayo fue usado en el presente estudio para identificar las potenciales 
proteínas de interacción de ADAMTS19.  
7.2.1 Sistema de doble híbrido en levaduras 
El sistema de doble híbrido en levaduras usa el proceso de transcripción para 
identificar interacciones proteína-proteína. Se fundamenta en la reconstitución de 
un factor de transcripción (FT) funcional seguido de la expresión de un gen 
reportero en células de levadura genéticamente modificadas. Una vez se produce 
la unión física de la proteína de interés (unido al dominio de unión de ADN del FT) 
a un fragmento de proteína de las librerías de ADNc (unida al dominio de 
activación del FT), el dominio de unión al ADN del factor de transcripción se 
aproxima al dominio de activación. La reconstitución del factor de transcripción 
funcional activa la transcripción del gen reportero HIS3. Las levaduras pueden 
crecer en un medio selectivo carente de histidina. El ADN de los clones positivos 
es posteriormente secuenciado y analizado para identificar la proteína de interés 




Figura 4. Principio del tamizaje de doble híbrido ULTimate Y2H (Hybrigenics). Bait: Proteína de interés, Prey: 
Proteínas de interacción - librería. 
 El sistema de doble híbrido en levadura fue realizado en el laboratorio Hybrigenics 
en París, Francia (www.hybrigenics.com).  La proteína “bait” fusionada al dominio 
de unión de ADN del factor de transcripción, fue generada de clones de ADNc de 
adamts19-Mus musculus (Gene ID:240322) en los vectores p27 y pB66. La 
proteína fusión traducida contenía un fragmento de Adamts19 de 535 aminoácidos 
(aa 637-1172). Se encontraban presentes los dominios de Adamts19 
correspondientes a: thrombospondin type 1 repeat (SM0029 o PF00090), ADAM-
TS Spacer 1 (PF05896) y PLAC (PF08686). El dominio thrombospondin type 1 
repeat es la región en la que se encuentra la mutación en la paciente POF-7.  Las 
proteínas “prey” fusionadas al dominio de activación del factor de transcripción, 
fueron generadas de clones de una librería de ADNc de ovario de Mus musculus 
en los vectores p27 y pB66. Un total de 148.2 millones de interacciones fueron 
evaluadas. Después de la selección sobre el medio deficiente de histidina, los 
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clones positivos fueron elegidos y los fragmentos correspondientes al “prey” se 
amplificaron y secuenciaron en sus extremos 3’ y 5’. 
Para cada interacción, los resultados fueron expresados en un Puntaje Biológico 
Predicho (PBS) que calcula la fiabilidad de la interacción. Se fundamenta en la 
comparación entre el número de fragmentos de las proteínas sustrato que 
interactúan con la proteína de interés y la posibilidad de que estos hallazgos se 
deban al azar. Los resultados de la interacción se incluyen en categorías 
discriminadas desde A a F (Donde A tiene el puntaje más alto de probabilidad) 
(Tabla 4). 
La identificación del (os) “prey” que establecían interacción proteína-proteína con 
el “bait” de análisis permitió la definición del SID (Selection Interaction Domain). 
Este dominio corresponde a la secuencia de aminoácidos específica del “prey” 
necesaria para su interacción con el “bait” (Anexo 3). 
Tabla 4. Categorias de interaccion entre proteinas - Global PBS. 
 Nivel de Interacción 
A Interacción de muy alta confiabilidad 
B Interacción de alta confiabilidad 
C Interacción de buena confiabilidad 
D Interacción de moderada confiabilidad 
 
7.2.2 Sistema de doble híbrido en células eucariotas - CheckMate™ 
Mammalian Two-Hybrid System 
Teniendo en cuenta que los resultados del sistema de doble híbrido en levadura 
fueron realizados sobre ADNc de ovario de ratón, se buscó comprobar que la 
interacción se presentara también entre las proteínas ADAMTS19 y COL6A2 
humanas.  
El sistema de doble hibrido en células eucariotas CheckMate (Promega) es una 
herramienta para la detección de interacciones proteína-proteína. Los dominios 
modulares de algunos factores de transcripción forman la base para los sistemas 
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de doble híbrido. Estos dominios incluyen uno de unión a ADN, que interactúa con 
una región promotora específica y uno de activación de un factor de transcripción. 
En el Sistema CheckMate una proteína ("X") es fusionada al dominio de unión al 
ADN y una segunda proteína ("Y") al dominio de activación transcripcional. En 
este sistema, la interacción entre las proteínas “X” y “Y” resulta en la transcripción 
del gen reportero de luciferasa firefly (Fig 5). 
 
Figura 5. Representación esquemática del sistema CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System 
El ADNc que codifica para las proteínas “X” y “Y” es clonado en los vectores pACT 
y pBIND. El vector pACT es un plásmido en el que un promotor para el 
citomegalovirus humano permite la expresión del dominio de activación del virus 
del herpes VP16 (aa 411- 456). Contiene una región de clonaje múltiple para la 
inserción del fragmento de ADNc de interés. Posee el gen de fosfotransferasa de 
neomicina que le confiere resistencia a análogos de la neomicina. Además, 
contiene un origen de replicación f1 para la producción de ADN de cadena simple 
y el gen de selección de β-lactamasa (Fig. 6). 
El vector pBIND es un plásmido en el que un promotor para el citomegalovirus 
humano permite la expresión del dominio de unión al ADN (aa 1 – 147) sobre el 
promotor del gen de levadura GAL4. Posee una región de clonaje múltiple y el gen 
de la luciferasa de Renilla, cuya expresión permite normalizar las diferencias en la 
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eficiencia de la transfección. Además, un origen de replicación f1 para la 
producción de ADN de cadena simple y el gen de selección de β-lactamasa (Fig. 
7). 
El ADNc que codifica para dos proteínas que potencialmente interactúen se clona 
en los vectores pBIND y pACT para generar una fusión del dominio de unión a 
ADN de GAL4 y el dominio de activación de VP16. El vector pG5luc contiene cinco 
sitios de unión a GAL4 corriente arriba de la caja TATA (Fig. 8). Además, posee el 
gen reportero de luciferasa firefly. Las construcciones en los vectores pACT y 
pBIND se co-transfectan con el vector pG5luc. La expresión de Renilla luciferasa y 
firefly luciferasa se cuantifican usando el Dual-Luciferase® Reporter Assay System 
(DLR). La interacción entre las dos proteínas de interés da como resultado un 
aumento significativo en la expresión de firefly luciferasa en comparación con los 
controles negativos (SCHENBORN and BRONDYK 1998). 
 




Figura 7. Mapa del Vector pBIND 
 
Figura 8. Mapa del vector pG5luc 
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7.2.2.1 Construcciones plasmídicas para el clonaje del ADNc de ADAMTS19 
y COL6A2 en pACT y pBIND 
7.2.2.1.1 Clonaje de ADAMTS19 wild type en el vector pACT del sistema 
CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System 
7.2.2.1.1.1 Generación del producto amplificado para la digestión con las 
enzimas de restricción SalI y NotI 
La secuencia codificante completa del gen ADAMTS19 (NM_133638) humano se 
encontraba clonada en el vector pCMV6-AC-GFP (OriGene). Se realizó una PCR 
sobre el vector pCMV6-AC-GFP/ADAMTS19 con dos primers que incluían en sus 
extremos secuencias de reconocimiento para dos enzimas de restricción (SalI y 
NotI) presentes en el sitio de clonaje múltiple de los vectores pACT y pBIND 
(Tabla 5). El producto amplificado correspondía a un fragmento de 1608 pb. Este 
ADNc codificaba 536 aminoácidos de ADAMTS19 (aa 633 hasta el aa 1169) e 
involucraba el sitio en que se encuentra la mutación en la paciente POF-7 
(p.Thr943Ile).  
La amplificación de las secuencias se comprobó en un gel de agarosa al 1% en 
buffer TBE 1X. Para la purificación del ADN amplificado por PCR se realizó un gel 
preparativo y la banda fue posteriormente extraída y purificada usando el kit 
PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen). 
Tabla 5. Primers de amplificación para ADAMTS19 
















7.2.2.1.1.2 Clonaje del ADNc de ADAMTS19 en pCR4-TOPO 
El fragmento de ADNc de ADAMTS19 obtenido de la PCR de amplificación 
descrita anteriormente fue clonado usando el sistema TOPO-TA Cloning 
(Invitrogen). Para este clonaje se usan productos de PCR con extremos 
poliadenilados. La taq polimerasa tiene una actividad terminal no dependiente de 
la secuencia molde que incorpora el nucleótido deoxiaminidasa (A) al extremo 
3´del producto de PCR. El vector linealizado pCR4-TOPO tiene un residuo 
deoxitimidina (T) en el extremo 3´. Esto permite que el producto de PCR se ligue 
de manera eficiente con el vector. 
7.2.2.1.1.3 Transformación 
Para la transformación del vector pCR4-TOPO con el inserto clonado, se utilizaron 
células de Escherichia coli quimio-competentes One Shot TOP10 Competent Cells 
(Invitrogen). Se añadieron 2μL del vector en 25μL de bacterias y se incubó por 30 
minutos en hielo. Seguidamente, se realizó un choque térmico a 42ºC en un baño 
serológico por 30 segundos y se conservaron en hielo por 5 minutos. Se agregó 
125μL de medio S.O.C. y se incubó a 37ºC en agitación por una hora. Se 
sembraron 100μL en placas de LB agar con ampicilina y se incubaron a 37ºC toda 
la noche. Las colonias que crecieron en el medio corresponden a las células 
transformadas por el vector.  Estas colonias fueron extraídas y añadidas en 5 ml 
LB Broth con ampicilina durante toda la noche en agitación a 37ºC. Se extrajo el 
ADN plasmídico utilizando el protocolo PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit y se 
realizó una PCR de verificación con el primer forward T7 que se une al plásmido y 
un primer interno (reverse) que hibrida con un fragmento específico de 
ADAMTS19. 
7.2.2.1.1.4 Digestión con enzimas de restricción  
El ADN plasmídico con la inserción de la secuencia de ADAMTS19 wild type, con 
los sitios de restricción en 5’ y 3’, y el vector pACT se sometieron a un proceso de 
digestión con las enzimas de restricción SalI y NotI. En el NEBuffer 3.1  ambas 
enzimas presentan una actividad del 100% (New England BioLabs). Para la 
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reacción de digestión se adicionaron 1000 ng del producto, 0.2μL de BSA (100X), 
5μL de NEBuffer 3.1 (10X), 1μL de NotI (10U), 0,5μL de SalI (20U) y agua para 
completar un volumen final de reacción de 40μL. Se incubó a 37ºC por 4 horas. El 
producto final de digestión se pasó por un gel preparativo de agarosa (1%) y 
posteriormente se realizó la extracción de las bandas correspondientes con el kit 
PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen). 
7.2.2.1.1.5 Ligación de ADAMTS19 wild type en el vector pACT  
Para la ligación del fragmento amplificado de ADAMTS19 wild type en el vector 
pACT se empleó una T4 ligasa de ADN (Invitrogen). Esta ligasa es ampliamente 
utilizada para la generación de moléculas de ADN recombinante en las que 
fragmentos de ADN de interés se ligan al vector mediante enlaces covalentes. Se 
siguieron las condiciones especificadas en la Tabla 6. Teniendo en cuenta que el 
tamaño del vector es de 5566 pb y del inserto de 1608 pb se calculó la cantidad de 
ADN del inserto a partir de la siguiente fórmula: 
 𝑛𝑔 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 =
100𝑛𝑔 𝑥 1.6 𝑘𝑏 
5.5 𝑘𝑏
 𝑥 3 
          𝑛𝑔 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 =  87.2 𝑛𝑔 
Tabla 6. Condiciones de la reacción de ligación 
Condiciones de la reacción de 
ligación 
Buffer T4 ligasa 4μL 
Relación molar Vector: 
Inserto 
1:3 
Inserto (15ng/μL) 5.8 μL 
Vector (42.4ng/μL) 2.3 μL 
T4 DNA ligasa (1U/μL) 3μL 
Agua 6.1μL 




Para transformar el producto de ligación se añadieron 3μL en 25μL de células de 
Escherichia coli quimio-competentes One Shot® TOP10 Competent Cells 
(Invitrogen). Las 23 colonias que crecieron en el medio sólido con Ampicilina 
fueron añadidas en 5 ml LB Base con Ampicilina durante toda la noche en 
agitación a 37ºC. Se procedió a la amplificación del vector mediante PCR de 
colonias con un primer forward T7 EVV que se une al plásmido y un primer interno 
(reverse) que se hibrida con un fragmento específico de ADAMTS19. Esta PCR se 
realizó con el objetivo de verificar la adecuada ligación de fragmento en el vector 
pACT. Las construcciones plasmídicas fueron enviadas a secuenciación con 
primers internos y sobre el vector. Una vez comprobado que el inserto se hubiera 
clonado adecuadamente en los vectores se realizaron midipreps empleando el kit 
PureLink® HiPure Plasmid Filter y se conservaron a -20ºC. 
7.2.2.1.2 Clonaje de ADAMTS19 mutante en el vector pACT del sistema 
CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System 
7.2.2.1.2.1 Generación de la mutación c2828C>T de ADAMTS19 mediante 
mutagénesis dirigida por PCR 
 
La secuencia codificante completa del gen ADAMTS19 (NM_133638) humano se 
encontraba clonada en el vector pCMV6-AC-GFP (OriGene). Para realizar la 
mutagénesis dirigida que permitiera posteriormente la creación de la construcción 
del plásmido pACT-ADAMTS19-MUT se siguió el protocolo descrito por Patel et al 
2009, con algunas modificaciones. El método se basó en una PCR de extensión 
solapada, la cual comprendió dos rondas de PCR, generando dos fragmentos de 
ADN con extremos solapados. Los dos fragmentos fueron generados usando 
cuatro primers (dos flanqueantes y dos mutagénicos). Estos fragmentos fueron 
combinados en una reacción de fusión subsecuente en la que el extremo 3’ 
solapado de cada hebra sirvió como primer de extensión para la hebra 
complementaria (PATEL et al. 2009). Los primers para la primera ronda de PCR 
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que generó los fragmentos A y B fueron diseñados para que la mutación se 
localizara en el centro del primer (Fig 9) (Tabla 7). El fragmento A correspondió a 
un producto amplificado de 2899 pb y en el fragmento B se amplificaron 800 pb. 
Para la PCR del fragmento A se utilizaron 12,5 µl de Platinum® Pfx DNA 
Polymerase (Invitrogen), 100 ng de ADN plasmídico (1 µl), 2 µl de cada uno de los 
primers, 1,5 µl de DMSO y 8.25 µl de H2O para un volumen final de reacción de 25 
µl. Para amplificar el fragmento B se empleó GoTaq Green Master Mix (Promega) 
12.5 µl, 100 ng de ADN plasmídico (1 µl), 2 µl de cada uno de los primers, 1,5 µl 
de DMSO y 8.25 µl de H2O para un volumen final de reacción de 25 µl. 
 








Tabla 7. Primers para mutagénesis dirigida. 






















Tabla 8. Programa del termociclador para la PCR para la amplificación del fragmento A del gen ADAMTS19 





94ºC 2 minutos 
Numero de ciclos 20 ciclos 
Desnaturalización 95ºC 30 segundos 
Anillamiento 57ºC 30 segundos 
Elongación 66ºC 3 minutos 
Elongación final 72ºC 10 minutos 
Conservación 4ºC  
 
Tabla 9. Programa del termociclador para la PCR para la amplificación del fragmento B del gen ADAMTS19 





95ºC 10 minutos 
Numero de ciclos 20 ciclos 
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Desnaturalización 95ºC 40 segundos 
Anillamiento 57ºC 40 segundos 
Elongación 72ºC 40 segundos 
Elongación final 72ºC 10 minutos 
Conservación 4ºC  
 
Para la purificación del ADN amplificado por PCR se realizó un gel preparativo de 
agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio seguido de electroforesis del producto 
amplificado. La banda fue extraída y purificada usando el kit PureLink® Quick Gel 
Extraction (Invitrogen). 
Posteriormente, se realizó una segunda ronda de PCR en la que los fragmentos A 
y B purificados se mezclaron. La reacción se realizó con 12 μL del fragmento A, 3 
μL del fragmento B, 10 μL de H2O y 25 μL de GoTaq Green Master Mix 
(Promega).  Las condiciones para la segunda ronda de PCR están descritas en la 
tabla 10. A continuación, se realizó la purificación de la secuencia completa de 
ADN de ADAMTS19 mutado mediante un gel preparativo y extracción de la banda 
de interés. Este producto fue secuenciado para verificar la introducción de la 
mutación deseada en ADAMTS19 (c.2828C>T). 
Tabla 10. Programa del termociclador para la segunda ronda de PCR 





94ºC 2 minutos 
Numero de ciclos 2 ciclos 
Desnaturalización 94ºC 1 minuto 
Anillamiento 47ºC 1:30 minutos 
Elongación 66ºC 3:40 minutos 





































Elongación Final 72°C 5 minutos 
 
7.2.2.1.2.2 Clonaje del ADNc de ADAMTS19 en pCR-XL-TOPO 
El fragmento de ADNc de ADAMTS19 mutado obtenido mediante el protocolo de 
mutagénesis dirigida descrito anteriormente fue clonado usando el TOPO XL PCR 





Tabla 11. Clonaje en pCR-XL-TOPO 
 Volumen 
ADNc de ADAMTS19 mutado 2 μL 
Salt Solution 1 μL 
Agua 2 μL 
Vector pCR-XL-TOPO 1 μL 
 Incubación a temperatura ambiente por 
30 minutos 
 
Para la transformación se añadieron 3μL del producto en 25μL de células de 
Escherichia coli quimio competentes One Shot® TOP10 Competent Cells. 
Crecieron 18 colonias en el medio sólido con kanamicina y fueron añadidas en 5 
ml de LB Base con kanamicina durante toda la noche en agitación a 37ºC. Se 
realizó una PCR de colonia con un primer forward T7 que se une al plásmido y un 
primer interno (reverse) que alinea con un fragmento específico de ADAMTS19. 
Posteriormente, a las construcciones plasmídicas positivas se les extrajo el ADN 
plasmídico utilizando el protocolo PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit y fueron 
enviadas a secuenciación con primers internos y sobre el vector. 
7.2.2.1.2.3 Generación del amplicón de ADAMTS19 mutante 
Para la generación del producto amplificado de ADAMTS19 mutante se realizó 
una PCR sobre el vector pCR-XL-TOPO que contenía el fragmento de ADNc de 
de ADAMTS19 mutante y se siguió la metodología descrita en el numeral 
7.2.2.1.1.1. Posteriormente el fragmento de ADNc de ADAMTS19 mutante 
obtenido de la PCR se clonó en pCR4-TOPO y se transformó siguiendo la 
metodología descrita en 7.2.2.1.1.3. 
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7.2.2.1.2.4 Clonaje del fragmento de ADAMTS19 mutante en el vector pACT 
mediante digestión-ligación  
Para los procesos de digestión del producto amplificado y ligación en el vector 
pACT se siguió la metodología descrita en 7.2.2.1.1.4 y 7.2.2.1.1.5, 
respectivamente. 
7.2.2.1.3 Clonaje de COL6A2 wild type en el vector pBIND del sistema 
CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System 
7.2.2.1.3.1 Generación del producto amplificado de COL6A2 para la 
digestión con enzimas de restricción luego del clonaje. 
Para la obtención de la región codificante de COL6A2 humano, se realizó primero 
la extracción de ARN total de una muestra de tejido de piel almacenada en trizol, 
en la cual previamente se ha demostrado su expresión (VON KAISENBERG et al. 
1998; SMILEY et al. 2005). A continuación, se obtuvo el ADNc utilizando el kit 
superscript III first-strand synthesis system (invitrogen). Posteriormente, se 
amplificó el ADNc de COL6A2 con dos primers que incluían en sus extremos 
secuencias de reconocimiento para las enzimas de restricción SalI (localización 5’ 
del fragmento amplificado) y NotI (localización 3’ del fragmento amplificado) (Tabla 
12). El producto amplificado correspondía a un fragmento de 1332 pb. Este ADNc 
traducía para 444 aminoácidos de COL6A2 (aa 256 hasta el aa 700) e involucraba 
la región donde se encontraba el SID reportada en el sistema de doble híbrido en 
levadura. En paralelo se amplifico el ADNc del gen house keeping GADPH.  
La amplificación del ADN se comprobó en un gel de agarosa al 1% en un buffer 
TBE 1X. Para la purificación del ADN amplificado por PCR se realizó un gel 
preparativo y la banda fue posteriormente extraída y purificada usando el kit 
PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen). Se procedió a la secuenciación con 




Tabla 12. Primers de amplificación para COL6A2 













7.2.2.1.3.1 Clonaje del ADNc de COL6A2 en pCR4-TOPO y 
transformación 
El fragmento de ADNc de COL6A2 amplificado fue clonado usando el sistema 
TOPO-TA Cloning (vector pCR4-TOPO) (Invitrogen). Para la transformación, se 
utilizaron células de Escherichia coli quimio-competentes One Shot TOP10 
Competent Cells (Invitrogen). Crecieron 20 colonias en el medio con ampicilina 
que corresponden a las células transformadas por el vector. Estas colonias fueron 
añadidas en 5 ml LB Broth con ampicilina durante toda la noche. Se realizó una 
PCR de colonia con un primer forward T7 que se une al plásmido y un primer 
interno (reverse) que alinea con un fragmento específico de COL6A2. 
Posteriormente, a las construcciones plasmídicas positivas se les extrajo el ADN 
plasmídico utilizando el protocolo PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit y fueron 
enviadas a secuenciación con primers internos y sobre el vector. 
7.2.2.1.3.2 Clonaje del fragmento de COL6A2 en el vector pBIND mediante 
digestión-ligación. 
Para los procesos de digestión del producto amplificado y ligación en el vector 




7.2.2.2 Co-transfección de las construcciones plasmídicas 
Un día antes de la transfección se sembraron 100.000 células COS-7 por pozo en 
cajas de 24 pozos, empleando la cámara de Neubauer para el conteo celular. Las 
células se encontraban aproximadamente a un 70% de confluencia al momento de 
la transfección. 
Se co-transfectaron células empleando el lípido catiónico FuGENE6 Transfection 
reagent (Promega) agregando las siguientes cantidades de ADN de cada uno de 
los constructos: 
 200ng del constructo con el vector pACT 
 200 ng del constructo con el vector pBIND 
 200 ng del vector pG5luc 
Se siguieron las recomendaciones del protocolo de CheckMate de mantener una 
proporción de 1:1:1 para cada uno de los constructos en la transfección. Los 
constructos con los que se realizaron las co-transfecciones se describen en la 
tabla 13. Simultáneamente, en paralelo se co-transfectaron los vectores pACT-
MyoD y pBIND-Id, controles positivos que codifican y expresan dos proteínas que 
interactúan in vivo. Las co-transfecciones se llevaron a cabo al menos tres veces 
en sextuplicado. Se calculó la cantidad de ADN (g) y FuGENE (l) necesarios 
para mantener una proporción de 1:3. 











Para realizar la transfección se adicionó el medio OptiMEM (libre de SFB y 
antibiótico) y el FuGENE a cada tubo, se mezcló e incubó a temperatura ambiente 
por 15 minutos. A continuación, se añadió la cantidad de ADN calculado para 
mantener la proporción descrita anteriormente. Se mezcló e incubó a temperatura 
ambiente por 30 minutos para permitir la formación del complejo entre el lípido 
catiónico y el ADN. A cada caja de 24 pozos se le retiró el medio DMEM 
suplementado con suero fetal bovino y antibiótico y se reemplazó por 500μl 
OptiMEM. Posteriormente, se sembraron 125 μl de la mezcla de transfección en 
cada pozo. Se incubó a 37ºC por 48 horas para permitir la expresión de las 
proteínas. Por último, se extrajo el medio OptiMEM y se realizó el lavado de los 
pozos con PBS. Se añadió 100μl del buffer de lisis 1X a cada pozo y la placa se 
llevó a agitación a 100 rpm a temperatura ambiente por una hora. Los lisados 
celulares se recuperaron por medio de desprendimiento manual y fueron 
transferidos a tubos de 1.5ml.  
7.2.2.3 Dual-Luciferase Reporter Assay System 
Se empleó el protocolo Dual Luciferase Reporter Assay System para cuantificar la 
cantidad de Renilla luciferasa y firefly luciferasa (Promega). Se añadieron 100μl 
del reactivo de ensayo de luciferasa II (LAR II) en cada uno de los tubos para 
lectura. Se transfirieron 20μl de lisado celular al tubo que contiene LAR II y se 
mezcló pipeteando 2 a 3 veces. Se realizó la lectura en un luminómetro GloMax® 
20/20. Se registró la medición de la actividad de firefly luciferasa. Se retiró la 
muestra del luminómetro y se añadieron 100 μl del reactivo Stop & Glo®. Se 
mezcló suavemente y se volvió a colocar la muestra en el luminómetro para 
realizar la lectura. Se registró la actividad de Renilla luciferasa. Los resultados 
fueron reportados en unidades relativas de luciferasa (URL) y la significancia 





La secuenciación de siguiente generación produjo 2.5 GB de datos a partir de las 
muestras de las 12 pacientes. Cerca del 90% de la secuencia de bases de interés 
fue cubierta superando el umbral establecido para la lectura adecuada de los 
polimorfismos de nucleótido único y los indels (deleciones e inserciones). 
Posteriormente se filtraron los datos de las variantes de secuencia identificando 5 
variantes nuevas en estado heterocigoto. La verificación de los resultados del 
NGS fue realizada mediante secuenciación de Sanger. Se confirmaron 4 de las 5 
variantes en las pacientes analizadas (tabla 14). El SNP en el gen NR5A1 
(c.1195G>T, p.Ala399Ser) correspondió a un artefacto de la NGS. 
Tabla 14. Variantes encontradas en la NGS 
Paciente Variante Proteína 
POF-7 ADAMTS19 c.2828C>T p.Thr943Ile 




POF-23 LHCGR c.526C>T p.Ser176Pro 
En el trabajo de tesis desarrollado se efectuó únicamente el estudio de la variante 
de ADAMTS19 c.2828C>T (Fig. 10).  
 
Figura 10.Cromatograma de secuenciación de Sanger de la paciente POF-7 
65 
 
8.2 Fenotipo de la paciente 
La paciente POF-7 experimentó la menarquia a los 12 años de edad y presentó 
ciclos menstruales regulares (25 días) hasta la edad de 28 años. Posteriormente, 
tuvo ciclos irregulares por 1 año, evolucionando rápidamente a amenorrea. La 
ecografía transvaginal reportó útero y ovarios con características normales. Los 
niveles de FSH, LH y E2 en plasma a los 29 años eran 96.2 IU/L, 58.1 IU/L, y 38 
pg/mL, respectivamente (rango normal: FSH, 4–13 IU/L; LH, 2–15 IU/L; E2, 20–
145 pg/mL). No se detectaron anticuerpos anti-tiroideos y anti-ADN en suero. 
Además, la paciente no reportó historia familiar de infertilidad (tabla 15). 
Tabla 15. Resumen de características clínicas y moleculares. 
Características clínicas  
Edad actual 29 años 
Amenorrea Secundaria 
FSH 96.2 IU/L 
LH 58.1 IU/L 
E2 38 pg/mL 
Hallazgos moleculares  
Gen ADAMTS19 
Variación de secuencia c.2828C>T 
Cambio de Aminoácidos p.Thr943Ile 
Predicción in silico  
SIFT 0.32 
PolyPhen2 Posiblemente deletéreo 
 
8.3 Predicciones in silico 
Las predicciones in silico de la patogenicidad de la variante de secuencia 
ADAMTS19 c.2828C>T fueron realizadas con los programas bioinformáticos SIFT 
y PolyPhen2. Para SIFT El rango de puntuación oscila entre 0 a 1. La sustitución 
de aminoácidos se predice deletérea cuando la puntuación es < 0,05, y tolerada si 
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la puntuación es > 0,05. En el caso de la proteína en estudio el valor fue de 0.32. 
El resultado para PolypPhen2 nos indicó una proteína “posiblemente deletérea”. 
8.4 Frecuencia alélica 
Se realizó la amplificación del exón 19 de ADAMTS19 en el grupo control y en el 
grupo de población general para determinar las frecuencias alélicas de la variante 
ADAMTS19 c.2828C>T. Los resultados en el grupo control fueron 0/352 y en el 
grupo de población general de 0/690. 
8.5 Sistema de Doble hibrido en levaduras 
El ULTImate Y2H screen permitió identificar la interacción del fragmento de ADNc 
de Adamts19 de Mus Musculus con una región del ADNc de Col6a1 con un PBS 
categoría B y con una región del ADNc de Col6a2 con un PBS categoría A (Tabla 
16) (Anexo 3). 






8.6 Sistema de doble hibrido en células eucariotas - CheckMate™ 
Mammalian Two-Hybrid System 
 
Figura 11. Resultados CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System. 
 
Los resultados del ensayo de luciferasa para el sistema de doble híbrido en 
células eucariotas no permitieron replicar los resultados previos obtenidos 
mediante el sistema de doble híbrido en levadura ULTimate Y2H. Los valores de 
URL entre las células co-transfectadas con ADAMTS19mut/Col6A2 versus 
ADAMTS19wt/Col6A2 no mostraron diferencias estadísticamente significativas 














El objetivo del presente trabajo de tesis se fundamentó en la búsqueda de 
mutaciones en genes candidatos de FOP mediante el uso de NGS.  Las 
herramientas basadas en secuenciación de Sanger para la identificación de 
mutaciones en genes candidatos de FOP presentan múltiples limitaciones 
técnicas, de costo y de rendimiento. La secuenciación de Sanger tradicional solo 
puede leer aproximadamente 700pb por reacción. Por el contrario, la NGS es una 
técnica que provee un análisis más eficiente y a gran escala del genoma humano 
que permite la secuenciación en paralelo de millones de bases en una única 
reacción (LAISSUE 2015). Teniendo en cuenta que en los procesos fisiológicos 
relacionados con la fertilidad y la reproducción se encuentran implicadas múltiples 
redes de señalización molecular, un gran número de genes controlan la función 
reproductiva (MATZUK and LAMB 2008; MATZUK and BURNS 2012). Lo anterior 
conduce a una dificultad para la selección de los genes candidatos a secuenciar 
de manera tradicional que no se presenta con el uso de NGS.   
Esta metodología de abordaje en las pacientes con FOP permitió, en el presente 
trabajo, identificar mutaciones que potencialmente contribuyen con el desarrollo de 
la patología en 3 de 12 pacientes. 
La paciente POF-7 presentaba una mutación no sinónima en el gen ADAMTS19 
(c.2828C>T, p.Thr943Ile). Esta mutación no había sido descrita anteriormente en 
las bases de datos de SNP y no fue encontrada en los grupos control específicos y 
de la población general. Estos datos sugieren que la variante encontrada es rara. 
La FOP puede manifestarse a edades tempranas y limita la función reproductiva 
de la paciente por lo que el fenotipo y las potenciales variantes causales se 
encuentra sometidos a una selección negativa. Variantes asociadas a un fenotipo 
de FOP severo sufrirán esta selección y tendrían pocas posibilidades de alcanzar 
frecuencias elevadas en la población, por lo que en general serían variantes de 
novo o de origen reciente (REES et al. 2011; CARRERA CACHAZA 2012). 
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El análisis in silico de la mutación predijo un efecto deletéreo con PolyPhen2 y 
tolerada para SIFT. Ambas herramientas utilizan la homología de secuencias de 
proteínas para predecir si es probable que una sustitución de aminoácido sea 
perjudicial para la función de la proteína basado principalmente en el grado de 
conservación de la base afectada. En contraste a SIFT, que se basa únicamente 
en la homología de secuencia para la predicción, PolyPhen2 utiliza las 
anotaciones de UniProt para predecir si la sustitución de un aminoácido se 
produce dentro de un sitio estructural o funcional importante para la proteína, por 
ejemplo, sitios activos o de unión (RAMENSKY et al. 2002; FLANAGAN et al. 2010). La 
sensibilidad de SIFT es de 69% y su especificidad de 13%. PolyPhen2 tiene una 
sensibilidad de 68% y una especificidad de 16%. Estas herramientas 
bioinformáticas pueden ser útiles en la predicción de los cambios que puedan 
causar una pérdida de la función de las proteínas. Sin embargo, los resultados 
deben ser interpretados con cautela y las variantes patogénicas deben ser 
reportados idealmente en el contexto de otras evidencias científicas que den 
soporte a los hallazgos (FLANAGAN et al. 2010). 
La mutación p.Thr943Ile se encuentra localizada en la primera repetición de 
trombospondina en la región C-terminal de la proteína. Se ha reportado que, la 
región C-terminal de proteínas ADAMTS es necesaria para la especificidad de 
sustrato y la localización subcelular (PORTER et al. 2005). El dominio TS reconoce 
al receptor CD36 (receptor scavenger de la familia B), el heparán sulfato, el 
colágeno V, la fibronectina, el TGF- y otros glicosaminoglicanos. Las 
Trombospondinas tienen funciones en la inhibición de la angiogénesis mediante la 
unión al receptor CD36 que se encuentra en las células endoteliales. El dominio 
TS también participa en la adhesión celular y la motilidad celular además de la 
agregación célula-célula (RODRÍGUEZ VALBUENA 2014). Por lo tanto, hipotetizamos 
que esta mutación podría alterar las propiedades de unión al sustrato de la 
proteína ADAMTS19, modificar su selectividad enzimática y/o mostrar una 
localización subcelular anormal. 
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La función de ADAMTS19 es desconocida y está incluida dentro del grupo de 
“Orphan ADAMTS” denominadas de esta manera porque no se han descrito sus 
sustratos específicos. Para identificar las potenciales proteínas de interacción de 
ADAMTS19 se realizó un tamizaje de doble hibrido en levadura sobre una librería 
de ADNc de ovario de Mus Musculus. Esta librería se utilizó teniendo en cuenta 
que el ratón es el mamífero con mayor conservación funcional genética y 
proteómica con respecto al humano. En su genoma existe más de un 80% de 
genes que contienen ortólogos en humanos con una homología entre un 70% y un 
100%. Igualmente, aproximadamente el 75% de las proteínas demuestra una 
expresión conservada (KISLINGER and GRAMOLINI 2010). Además, era la única 
librería de ovario disponible en hybrigenics. 
En el sistema de doble híbrido en levadura pueden existir interacciones 
difícilmente detectables (e.g. poca representación del ARNm en la biblioteca, 
plegamiento de la proteína, toxicidad) o puede haber interacciones falsas 
positivos. El PBS se ajusta mediante la integración con resultados previos de la 
base de datos de Hybrigenics en la que se han encontrado interacciones positivas, 
para disminuir los falsos positivos (RAIN et al. 2001; FORMSTECHER et al. 2005).  
Mediante el sistema de doble híbrido en levadura se identificó a Col6a2 y Col6a1 
como proteínas que interactúan con Adamts19. Para comprobar la interacción 
entre las proteínas ADAMTS19 y COL6A2 humanas se empleó el sistema de 
doble hibrido en células eucariotas. Los resultados encontrados no permitieron 
replicar los resultados obtenidos previamente. Sin embargo, en estudios previos 
de tamizaje de doble hibrido en levadura para proteínas de Drosophila 
melanogaster se pudo comprobar posteriormente la interacción proteica en 
humanos para el 79% de las interacciones con alto grado de confianza (PBS A, B 
y C) utilizando las metodologías de coinmunoprecipitación o pull-down 
(FORMSTECHER et al. 2005).  
En el caso de la interacción de las dos proteínas que estudiábamos se pudo 
presentar un resultado falso negativo en el sistema de doble hibrido de células 
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eucariotas. Esto podría explicarse porque los dominios que interactúan pueden ser 
enmascarados por las interacciones intramoleculares que no son accesibles a sus 
ligandos a menos que se expongan a una señal de activación específica. Esta 
señal de activación puede no estar presente debido a una inadecuada localización 
subcelular de la proteína de interés al momento del estudio (TERRADOT et al. 2004; 
FORMSTECHER et al. 2005). 
Los sistemas de tamizaje de doble hibrido presentan algunas limitaciones que 
deben ser superadas para que los resultados sean satisfactorios. Un bait 
adecuado  combinado con un fragmento prey corto disminuyen significativamente 
la tasa de falsos negativos dentro de esta clase de proteínas (FROMONT-RACINE et 





Con la premisa de que la NGS es una poderosa herramienta para la identificación 
de nuevos genes involucrados en la FOP, se podría ampliar este estudio, tanto en 
el número de casos de FOP como el número de genes a secuenciar mediante esta 
técnica con el objetivo de identificar potenciales marcadores moleculares de uso 
clínico.  
Para corroborar la interacción entre ADAMTS19 y COL6A2, se podrían utilizar 
otras técnicas que han sido validadas para el estudio de las interacciones 
proteína-proteína como la coinmunoprecipitación o el pulldown. Una vez 
comprobada esta interacción se podría validar si ésta también se presenta con la 
versión mutante de la proteína ADAMTS19 o si está alterada o ausente. Además, 
sería interesante crear un modelo knock-out de ratón Adamts19 para el estudio de 
su fenotipo. 
Partiendo de la hipótesis de que esta mutación podría alterar la localización 
subcelular de la proteína, se podrían utilizar técnicas que permitan determinar la 
localización subcelular de la proteína Wild Type y mutante (inmunofluorescencia, 
GFP), para comprobar si existe un cambio en esta localización. Esto es 
especialmente válido en el marco de una potencial retención intracelular antes de 
su normal secreción hacia la matriz extracelular, donde en principio debería 





11.1 Anexo 1 
Secuenciadores automáticos. 
Sistemas PAGE: 
ABI PRISM 377 de Applied Biosystems, el cual permite la utilización de cuatro 
fluoróforos diferentes por lo que es posible realizar las cuatro reacciones en un 
solo tubo y cargarlas en un solo carril de gel. Las longitudes del gel permiten leer 
entre 200 y 1000 pb (TOONEN and HUGHES 2001). 
ALF express II ADN analysis system de Amersham Pharmacia Biotech, emplea 
cebadores marcados con un único fluoróforo para desarrollar cuatro reacciones 
independientes que se deben correr en cuatro carriles diferentes de gel. 
Sistemas fundamentados en electroforesis capilar: 
ABI PRISM 310 de Applied Biosystems, el primer sistema comercial de 
secuenciación mediante electroforesis capilar. La lectura de 500 pb con un 99% de 
precisión toma alrededor de 2 horas. Además, procesa secuencialmente 96 
muestras (WATTS and MACBEATH 2001). 
CEQ 2000 ADN analysis system de Beckman Coulter, sistema automatizado para 
secuenciar 8 muestras en paralelo. Secuencia hasta 96 muestras en 24 horas 
(GALVIN et al. 1998). 
MegaBACE 1000 ADN Sequencing system de Molecular Dynamics, secuencia en 
paralelo 96 muestras en 2 horas. Sistema automatizado que secuencia hasta 1000 
muestras en 24 horas sin intervención del usuario (DOLNIK 1999). 
ABI PRISM 3700 de Applied Biosystems, cuenta con 96 capilares con hasta cuatro 
recargas automáticas de ellos. Cada reacción dura alrededor de 2 horas y 30 
minutos y detecta un promedio de 550 bases por reacción de secuenciación 
(ADAMS et al. 2000).  
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11.2 Anexo 2 
Genes Incluidos en el microarreglo de secuenciación. 



















































































Resultados de ULTimate Y2H A. Región de Adamts19 utilizada por Hybrigenics para realizar el Y2H B. Regiones de 
Col6a1 que interactuaron con Adamts19 C. Regiones de Col6a2 que interactuaron con Adamts19  








11.4 Anexo 4 
 
Artículo: Next generation sequencing in women affected by nonsyndromic 
premature ovarian failure displays new potential causative genes and 
mutations.  
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